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Resumo 
 O empinar (rearing) tem sido considerado um comportamento exploratório gerado pela 
novidade de um ambiente. Dados de literatura demonstram que o hipocampo é  uma das 
regiões cerebrais envolvidas na geração do comportamento de  empinar. Em trabalhos  
anteriores observamos que  ratos machos, adultos, da linhagem  Wistar, selecionados no teste 
do Campo Aberto, em subgrupos de baixo empinar e alto empinar, diferem na susceptibilidade 
a convulsões clônicas induzidas pela DMCM, uma droga agonista inversa benzodiazepínica, e 
na atividade da Na+/K+-ATPase no hipocampo. Os dados, além de indicarem o envolvimento da 
Na+/K+-ATPase hipocampal  no comportamento de empinar, indicam uma possível  diferença 
na neurotransmissão gabaérgica hipocampal, envolvendo o sítio alostérico benzodiazepínico 
do receptor GABAA, já que convulsões clônicas podem ser geradas pela estimulação química 
ou elétrica do hipocampo. Entre outros, o objetivo deste trabalho foi verificar  se os subgrupos 
de alto e baixo empinar, seleciondados no teste do campo aberto, diferem na excitabilidade 
neuronal do  hipocampo medida: pela diferença da densidade da  Na+/K+-ATPase hipocampal e 
pela neurotransmissão inibitória gabaérgica (por meio da determinação do número e afinidade 
do sítio benzodiazepínico no receptor GABAA e do tempo de sono com drogas que se ligam em 
diferentes sítios desse receptor). Foi também avaliada a possibilidade de uma diferença entre 
os subgrupos na  neurotransmissão excitatória glutamatérgica hipocampal (pela ligação da   
MK 801, uma droga antagonista do receptor NMDA). Além disso, os subgrupos foram 
observados em outros teste comportamentais, com o intuito de verificar se o comportamento de 
empinar se mantém inalterado nesses outros modelos e se estaria relacionado com a 
‘ansiedade’ e  ‘depressão’. Ratos com diferentes idades e nascidos em diferentes meses e 
anos foram observados no Campo Aberto com o intuito de verificar se o empinar é influenciado 
pela idade e por mudanças sazonais. Também foi realizada uma análise hormonal para 
verificar se há diferença entre esses subgrupos quanto a ativação dos eixos hipófise-adrenal 
(HPA) e hipófise-gonadas (HPG), ambos envolvidos na resposta ao estresse. Os resultados 
comportamentais obtidos indicam que o comportamento de empinar se mantém inalterado 
com a idade e que o padrão comportamental é o mesmo nos diferentes testes. Além disso, foi 
possível verificar que esses subgrupos selecionados pelo comportamento de empinar não 
diferem na ‘ansiedade’ medida pelo Campo Aberto, Labirinto em Cruz Elevado e Labirnto em T 
Elevado e nem na ‘depressão’ verificada no teste da Natação Forçada. Quanto à excitabilidade 
neuronal, foi determinada uma diferença entre os subgrupos na afinidade e densidade do sítio 
alostérico benzodiazepínico do receptor GABAA (o subgrupo baixo empinar apresenta maior 
afinidade e menor densidade  desse sítio quando comparado ao subgrupo alto empinar) e no 
tempo de sono induzido pelo diazepam (tempo de sono do subgrupo baixo empinar foi maior 
que do subgrupo alto empinar). A ligação da [3H]-Ouabaína determina o número de moléculas 
da Na+/K+-ATPase presente nas membranas. Não foi encontrada diferença na curva de 
saturação da [3H]-Ouabaína, mas foi encontrada diferença na concentração do ligante nM entre 
os subgrupos quando a concentração do ensaio da [3H]-Oubaína foi de 1200 nM . Com relação 
xx 
 
ao ensaio de ligação com o [3H]-MK-801 (4,6 nM) não foi encontrada diferença estatisticamente 
significante entre os subgrupos. Os subgrupos também parecem responder de forma 
semelhante ao estresse, já que não apresentam diferença entre si nos testes hormonais.  Os 
resultados obtidos mostrando diferença na afinidade e no número de receptores GABAA 
hipocampais indicam que os subgrupos de ratos baixo empinar e alto empinar diferem na 
composição das subunidades do receptor GABAA.  Os dados da ligação da [3H]-Ouabaína 
indicam que a diferença na atividade Na+/K+-ATPase no hipocampo parece estar relacionada a 
diferença de densidade e/ou afinidade das isoformas de baixa afinidade à ouabaína. 
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1. Influências genéticas no comportamento 
 Mendel divulgou suas leis sobre a hereditariedade no século XIX e já no 
início do século XX foram realizadas pesquisas sobre genética do 
comportamento, podendo ser citados os estudos realizados por Bagg (1916) e 
Tolman (1924), que descreveram diferenças de aprendizagem entre linhagens 
de animais. 
Muitas dúvidas concernentes à variabilidade comportamental apresentada 
por indivíduos de uma mesma população, iguais para outras características 
como sexo, idade etc, foram esclarecidas com os conhecimentos em genética.  
 Manning (1972) considerou os “padrões fixos de ação” de alguns 
artrópodos e vertebrados como o melhor material para estudar a influência 
genética no comportamento animal, já que tais ações sofrem pouca influência 
da aprendizagem. Um exemplo, entre tantos, é a forma característica do canto 
da Drosophila pseudo-obscura e da Drosophila persimilis: esse comportamento 
é determinado pelo cromossomo X, já que os machos híbridos F1 apresentam o 
canto parecido com o da espécie materna, de quem herdam esse cromossomo 
[Ewing, 1969]. 
 As seleções de linhagens de ratos para diferentes padrões 
comportamentais também foram realizadas desde as primeiras décadas do 
século XX; por exemplo, Rundquist (1933) selecionou duas linhagens, pela 
baixa e alta atividade, por doze gerações. Já os trabalhos de Broadhurst e 
colaboradores demonstraram existir diferenças na defecação emocional entre 
duas linhagens denominadas de “baixa e alta eliminação emocional” 
[Broadhurst, 1958; Broadhurst, Jinkes, 1961]. 
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 Desde então, vários estudos têm indicado que a herança gênica pode 
influenciar o comportamento animal e, consequentemente, determinar a 
adaptação do organismo ao ambiente. Linhagens de camundongos, por 
exemplo, podem diferir na capacidade de aprendizagem e memória [Bovet et 
al., 1969], na resposta a fármacos [Chapouthier et al., 1998; Crabbe et al., 
2002], na susceptibilidade às convulsões induzidas pelo agonista inverso 
benzodiazepínico DMCM [Seale et al., 1987], na exploração de um objeto em 
um ambiente novo [Kazlauckas et al., 2005] etc. Linhagens de ratos também 
podem diferir na exploração de um ambiente novo [Hall et al., 2000], nas 
situações de competição [Masur, Benedito, 1974] etc. 
 
1.1 O comportamento de empinar (rearing) 
 O teste do Campo Aberto consiste em um dos modelos experimentais 
mais utilizados no estudo do comportamento animal. Por meio deste teste é 
possível verificar, por exemplo, alterações fisiológicas e hormonais associadas 
a emocionalidade [Levine et al., 1967; Walsh, Cummins, 1976; Kulkarni, 1977; 
Ramos, Mormède, 1998; Lipkind et al., 2004] e fazer uma relação entre os 
comportamentos eliciados por esse teste com a neurotransmissão e a 
anatomia centrais [Agmo, Belzung, 1998; Harley, Martin, 1999; Rudolph, 
Möhler, 2004; Alves et al., 2005 (ver Anexo 2 2)]. 
A ambulação é o comportamento mais registrado e tem sido utilizado 
como medida de exploração do ambiente e como medida de emocionalidade 
[Walsh, Cummins, 1976]. Porém, essa relação entre a ambulação e a 
emocionalidade tem sido questionada, devido aos resultados inconsistentes da 
literatura [Ramos, Mòrmede, 1998].  
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 Desde sua introdução por Hall (1934), além das medidas clássicas como 
a ambulação e a defecação, outros comportamentos têm sido adicionados aos 
protocolos experimentais [Crusio, 2001]; dentre esses comportamentos, o 
empinar (no inglês, rearing), que consiste, em ratos, no levantar do corpo na 
vertical apoiando-se sobre as patas posteriores (Figura 2). O empinar tem sido 
considerado um comportamento exploratório gerado pela novidade (estímulos) 
de um ambiente [van Abeelen, 1975, 1977; Plyusnina, Oskina, 1997; Thiel et 
al., 1998; Crusio, 2001] e, muitas vezes, é considerado mais eficiente do que a 
ambulação na formação de mapas espaciais [Lever et al., 2006]. 
Alguns autores sugerem que a função do empinar é principalmente 
ampliar (na primeira exposição a um ambiente novo) e atualizar (na re-
exposição ao mesmo ambiente) as informações sobre o ambiente durante a 
exploração, aumentando a eficiência da formação de mapa cognitivo e da 
defesa espacial [Lever et al., 2006].  
 Dados de literatura mostram o envolvimento de fatores genéticos na 
expressão do empinar: linhagens de ratos [Escorihuela et al., 1999] ou 
camundongos [Kim et al., 2002], selecionados para outras características, 
confirmam este envolvimento. Ratos não albinos, selecionados geneticamente 
para a redução de agressividade dirigida a humanos, apresentam um número 
menor de empinar quando comparados a ratos agressivos [Plyusnina, Oskina, 
1997].  
 A obtenção e manutenção de linhagens geneticamente distintas 
demandam um longo tempo e um custo considerável [Masur, Benedito, 1974]. 
Uma estratégia para resolver tais questões consiste em separar, da população 
normal, aqueles sujeitos que apresentarem grandes diferenças no aspecto que 
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se quer estudar: uma amostra relativamente grande de animais é testada sob 
as mesmas condições e os animais são selecionados de acordo com a medida 
de interesse [Alves et al., 2005; Borta, Schwarting, 2005b; Contó et  al., 2005]. 
Na população de ratos, como pode ser visto na Figura 1, são grandes as 
diferenças individuais na expressão do empinar, o que permite selecionar 
subgrupos com baixa e alta incidência desse comportamento no Campo Aberto 
[Thiel et al., 1998, 1999; Pawlak, Schwarting, 2002; Alves et al., 2005]. Esses 
ratos selecionados são usados em estudos neuroquímicos [Alves et al., 2005], 
farmacológicos [Pawlak, Schwarting, 2002] e comportamentais [Görisch, 
Schwarting, 2006].  
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Figura 1: Freqüência do comportamento de empinar na população de ratos com 3 
meses de idade. Dados referentes a uma seleção no  teste do Campo Aberto  de ratos 
machos Wistar (n=70) criados no Biotério de Psicobiologia.   
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Vários sistemas de neurotransmissão parecem estar envolvidos com o 
comportamento do empinar; sendo eles a colinérgica hipocampal [Miyakawa et 
al., 2001; Thiel et al., 1998], dopaminérgica estriatal [Agmo, Belzung, 1998; 
Homanics et al., 1998] e a GABAérgica hipocampal [Alves, 2005].  
O hipocampo é uma estrutura encefálica que também está envolvida 
com o comportamento de empinar. Dados de literatura mostram uma relação 
entre a atividade elétrica hipocampal e movimentos voluntários medidos no 
Campo Aberto; incluindo entre esses movimentos motores, o empinar [van Lier 
et al., 2003]. A estimulação direta do hipocampo induz o aparecimento do 
empinar [Ma et al., 1996] e a estimulação elétrica repetida, inicialmente não 
convulsiva, leva, após certo número de estimulações, ao aparecimento de 
convulsões clônicas, que são precedidas de empinar [Racine, 1972].  
Estudos com camundongos indicam uma relação entre o comportamento 
no Campo Aberto, incluindo o empinar, e diferenças anatômicas no hipocampo: 
os dados mostram uma correlação entre as fibras musgosas intra e 
infrapiramidais hipocampais com o empinar [Roullet, Lassalle, 1990; Crusio, 
2001].  
Além disso, em trabalhos  anteriores mostramos que  ratos machos 
Wistar, selecionados no teste do Campo Aberto, em subgrupos “baixo empinar” 
e “alto empinar” diferem na susceptibilidade a convulsões clônicas induzidas 
pelo DMCM, uma droga agonista inversa benzodiazepínica [Alves, 2005] e na 
atividade da Na+/K+-ATPase no hipocampo [Alves et al., 2005]. Os dados, além 
de indicarem o envolvimento da Na+/K+-ATPase hipocampal  no 
comportamento de empinar, indicam uma possível  diferença na 
neurotransmissão gabaérgica hipocampal, envolvendo o sítio alostérico 
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benzodiazepínico do receptor GABAA, já que convulsões clônicas podem ser 
geradas pela estimulação química ou elétrica do hipocampo. 
É também importante citar que foi colocalizada, em camundongos, uma 
porção cromossomal comum para a susceptibilidade a convulsões pela beta–
carbolina-carboxilato (uma droga agonista inversa do receptor 
GABAA/benzodiazepínico) e o comportamento de empinar no Campo Aberto, 
sendo que o intervalo cromossomal contém genes da Na+-K+/ATPase e de 
subunidades do receptor GABAA [Gershenfeld et al., 1999; Ferraro et al., 
1998;1999;2001]. 
Assim, os trabalhos supracitados apontam para uma relação entre o 
comportamento de empinar e a excitabilidade hipocampal, envolvendo o 
principal receptor inibitório (GABAA), o principal receptor excitatório (Glutamato) 
e a enzima repolarizadora de membrana, a Na+-K+/ATPase; sendo, por isso, 
importante estudar esta relação.  
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 Figura 2: O comportamento de empinar no Campo Aberto. 
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2. Excitação/Inibição no Sistema Nervoso Central 
O Sistema Nervoso Central (SNC) é um órgão eletroquímico. Do ponto 
de vista elétrico, excitação (despolarização) e inibição (hiperpolarização) são os 
dois mecanismos fundamentais no funcionamento deste órgão. Do ponto de 
vista químico, vários neurotransmissores (entre outras substâncias) estão 
envolvidos no controle da excitabilidade central.  
O delicado balanço entre excitação e inibição no sistema nervoso 
maduro é mantido principalmente pelo principal neurotransmissor excitatório, o 
glutamato (GLU), pelo principal neurotransmissor inibitório, o ácido gama-
aminobutírico (GABA) e pela Na+/K+-ATPase, enzima que desempenha papel 
fundamental na repolarização das membranas neuronais e na liberação e 
captação de neurotransmissores na fenda sináptica.  
Os comportamentos podem ser considerados como a resultante das 
influências excitatórias/inibitórias nos neurônios do SNC. 
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2.1 O Sistema GABAérgico  
 O ácido gama-aminobutírico (GABA) é considerado o principal 
neurotransmissor inibitório no SNC [Olsen, Sieghart, 2009]. Estima-se que 40% 
das sinapses cerebrais dos vertebrados sejam GABAérgicas [Ure, Perassolo, 
2000].  
A inibição é realizada de forma rápida através da interação do GABA 
com seu receptor ionotrópico GABAA e de forma lenta quando a interação é 
com o receptor metabotrópico GABAB [Greengard, 2001; Enna, Boweri, 2004; 
Scimemi et al., 2005].  
O receptor GABAA  [Figura 3] é ligado a um canal de Cl-, sensível a 
bicuculina e modulado por benzodiazepínicos (BZD), barbitúricos, 
neuroesteróides e etanol. O receptor GABAB acopla canais de Ca+ e K+ por 
meio do sistema de segundo mensageiro (proteína G), sendo ativado pelo 
baclofen e resistente às drogas que modulam o receptor GABAA no SNC 
[Macdonald, Olsen, 1994].
   
Alguns autores [Johnston, 1996; Enz, Cutting, 1998;
 
Feigenspan, 
Bormann, 1998; Zwanzger, Rupprecht, 2005] classificam como GABAC um tipo 
de receptor ionotrópico, composto de subunidades ρ, insensível a bicuculina e 
ao baclofen e que forma um canal iônico para o cloreto. Porém, outros autores 
preferem classificá-lo como um subtipo especial do receptor GABAA [Barnard et 
al., 1998]. 
Os receptores GABAA e GABAB diferem quanto à farmacologia e à 
funcionalidade, mas ambos estão localizados pré e pós sinapticamente nos 
neurônios [Johnston, 1996].  
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A modulação da excitabilidade central feita pelo GABA parece ser 
resultante, predominantemente, da sua interação com os receptores GABAA, 
[Johnston, 1996; Rudolph et al., 2001; Nutt, Malizia, 2001; Korpi et al., 2002].  
 
2.1.1 O receptor GABAA e seus sítios de ligação 
Os receptores GABAA são considerados os mais complexos dos 
receptores ionotrópicos e tal complexidade é resultante da sua estrutura 
molecular quaternária, formada a partir do agrupamento de cinco cadeias 
polipeptídicas incrustradas na membrana neuronal. Essas cinco cadeias 
polipeptídicas se combinam das mais diversas maneiras, formando um 
complexo canal iônico que é aberto pela interação GABA/receptor GABAA. 
Quando o canal iônico é aberto, ocorre a passagem de íons cloreto para o 
espaço intracelular, produzindo uma hiperpolarização da membrana neuronal, 
que leva a uma inibição da transmissão do impulso nervoso [Macdonald, Olsen, 
1994; Johnston, 1996; Bormann, 2000; Rudolph et al., 2001; Nutt, Malizia, 
2001; Korpi et al., 2002; Rudolph, Möhler, 2004]. 
As diferentes subunidades (α1-6, β1-3, γ1-3, δ, ε, θ, ρ1-3), ao se 
agruparem, formam diferentes subtipos de receptores. Parece que a maioria 
dos receptores GABAA contém duas subunidades α, duas  β e uma γ ou δ 
[Whiting et al., 1990; Benke et al., 1991; Mertens et al.,1993; Mehta, Ticku, 
1999; Whittington, Traub, 2003; Araujo et al., 2006], e a combinação de 
subunidades mais comum para os receptores GABAA no SNC é α1β2γ2 
[Fritschy, Möhler, 1995].  
Há pelo menos 11 sítios distintos nos receptores GABAA [Johnston, 
1996]. 
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Nos múltiplos sítios reguladores alostéricos se ligam diversas drogas; 
entre elas, as drogas benzodiazepínicas, os barbitúricos, o etanol, os 
hormônios esteróides, o pentilenotretazol etc [Johnston, 1996; Korpi et al., 
2002; Möhler et al., 2002] que podem modular o comportamento [Parades, 
Agmo, 1992].  
 O receptor GABAA pode ser ativado seletivamente pelos agonistas 
muscimol e 4,5,6,7-tetrahidroisoxazolo[5,4-c]piridina-3-ol (THIP) e inibido pela 
bicuculina, um antagonista competitivo. Os benzodiazepínicos aumentam a 
probabilidade de abertura dos canais de Cl- enquanto os barbitúricos 
prolongam o tempo de abertura desses canais. Já a picrotoxina e o 
pentilenotetrazol ao se ligarem a um canal dentro do canal bloqueiam a 
passagem dos íons  [Johnston, 1996; Kallueff, Nutt, 1997; Korpi et al., 2002]. 
 
2.1.1.1 O sítio alostérico benzodiazepínico 
O sítio alostérico benzodiazepínico (BZD) encontra-se na interface das 
subunidades gama e alfa [Pirker et al., 2000; Korpi et al., 2002]. O espectro da 
interação das drogas com esse sítio é amplo: as drogas agonistas produzem 
efeitos sedativo-hipnótico, ansiolítico, amnésico, relaxante muscular e 
anticonvulsivante [Rudolph, Mölher, 2004] e as agonistas inversas produzem 
efeitos ansiogênico e convulsivante [Braestrup et al., 1983; Cole et al., 1995; 
Contó et al., 2005]. As drogas agonistas benzodiazepínicas atuam aumentando 
a afinidade do GABA ao seu sítio de ligação, aumentando, assim, a frequência 
de abertura dos canais de cloreto. Já as drogas agonistas inversas, como o 7-
dimetoxi-4-etil-β-carbolina-3-carboxilato (DMCM), atuam de maneira inversa 
aos agonistas BZD, diminuindo a afinidade do GABA ao receptor GABAA, 
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levando a uma diminuição da abertura do canal de cloreto e aumentando, 
assim, a excitabilidade neuronal [Macdonald, Olsen, 1994; Korpi et al., 2002]. 
 
2.1.1.2 O sítio de ligação dos barbitúricos 
Desde o início do século 20, os barbitúricos têm sido utilizados como 
sedativo-hipnóticos, anticonvulsivantes e anestésicos. É conhecido que os 
barbitúricos podem aumentar a ativação do receptor GABAA através do 
aumento do tempo de abertura do canal de Cl- [Macdonald et al., 1989; 
Johnston, 1996].   
O pentobarbital e outros barbitúricos apresentam três formas de ação 
sobre o receptor GABAA: em baixa concentração eles agem alostericamente 
sobre o fluxo de Cl-, em altas concentrações abrem diretamente o canal do 
receptor (independente da presença do GABA) e em concentrações muito altas 
bloqueiam a corrente de Cl- [Thompson et al., 1996]. 
Estudos de afinidade e densidade de receptores também mostraram que 
o pentobarbital tornou mais lenta a taxa de dissociação do GABA do seu sítio 
de ligação no receptor GABAA [Willow, Johnston, 1981].  
Na dose de 10 mg/kg (dose não sedativa-hipnótica), o pentobarbital 
diminuiu o comportamento de empinar em ratos [Garg, 1969]. Linhagem de 
camundongos sensíveis ao pentobarbital apresentou menor número de 
empinar no Campo Aberto quando comparada à linhagem insensível ao 
pentobarbital [Crabbe et al., 2002]. 
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2.1.1.3 O sítio de ligação dos neuroesteróides 
O termo “neuroesteróide” se aplica àqueles esteróides que se formam 
no sistema nervoso a partir de precursores esterol, e que se acumulam nesse 
sistema independente da secreção glandular periférica [Akwa, Baulieu, 1999]. 
 Estudos de Selye (1941) sobre a ação anestésica de progesterona e de 
alguns de seus metabólitos foram pioneiros em mostrar que os esteróides têm 
ação modulatória sobre a excitabilidade do SNC. Porém, foram Harrison e 
Simmonds (1984) que demonstraram que alguns esteróides podem modular 
positivamente a ação gabérgica no SNC. 
 Atualmente já se conhece que os esteróides não agem somente sobre o 
sistema inibitório, mas também sobre o principal sistema excitatório: o 
glutamatérgico [Engel, Grant, 2001].   
 Dessa forma, a habilidade dessa classe de compostos para agir sobre 
os principais sistemas inibitório e excitatório, permiti-lhes modular uma ampla 
variedade de comportamentos; dentre eles, ansiedade, cognição, memória, 
ingestão de alimento,  sono, agressividade etc  [Engel, Grant, 2001]. 
 
2.1.1.4 O sítio de ligação do etanol 
O etanol age como um modulador positivo dos receptores GABAA, 
aumentando a freqüência e durabilidade da abertura do canal de Cl-. Como os 
demais moduladores positivos do receptor GABAA, o álcool também age como 
ansiolítico, anestésico, amnésico, sedativo-hipnótico etc [Almeida et al., 2004]. 
Os receptores GABAA contendo a subunidade δ não são encontrados 
em abundância no SNC, mas camundongos “knockout” (1) para esta 
subunidade apresentaram redução no consumo de etanol, hiperexcitabilidade 
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na retirada do etanol e efeito anticonvulsivante do etanol. Entretanto, as 
respostas ansiolítica, sedativa, hipotérmica e desenvolvimento de tolerância 
aguda/crônica ao etanol mantiveram-se normais nesses camundongos [Mihalek 
et al., 2001].  
Mas o etanol não age somente sobre o sistema gabaérgico, age também 
sobre outros sistemas, incluindo o glutamatérgico [Johnston, 1996] e pode 
provocar alterações da membrana plasmática [Ito et al., 1996]. 
Quanto ao comportamento de empinar, Xu et al. (2004) mostraram que 
ratos, cujas mães foram tratadas com lipopolissacarídeo, apresentaram maior 
ingestão de álcool e diminuição do comportamento de empinar no Campo 
Aberto. 
 
 
 
 
 
 
_______________________________________________________________ 
(1)
 Vale lembrar que camundongos “knockout” são linhagens de camundongos nas 
quais certos genes foram desabilitados (knocked-out). Para produzir "knockouts", usando a 
tecnologia do DNA recombinante, a seqüência do DNA normal no gene em estudo é alterada 
para impedir a síntese de um produto gênico normal. Células clonadas, nas quais esta 
alteração no DNA foi bem sucedida, são então injetadas em embriões de camundongo, 
produzindo camundongos quiméricos. Em seguida, esses camundongos são criados para gerar 
uma linhagem em que todas as células do camundongo contenham o gene desabilitado. 
Camundongos “knockout” são usados como modelos de animal experimental para estudar 
doenças e para elucidar as funções dos genes [Homanics et al.; 1998].  
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Figura 3: Esquema ilustrativo do receptor ionotrópico GABAA com os seus diversos sítios 
alostéricos e seus respectivos ligantes. 
FONTE: Adaptado de:   
http://www.niaaa.nih.gov/Resources/GraphicsGallery/ Neuroscience/gabba.htm 
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2.2 O Sistema Glutamatérgico 
 O glutamato (GLU) é o principal neurotransmissor excitatório do SNC de 
mamíferos, sendo responsável pela transmissão neuronal excitatória rápida na 
grande maioria das sinapses do SNC [Nakanishi, 1992]. Não obstante, 
aproximadamente 60% dos neurônios encefálicos têm o GLU como seu 
principal neurotransmissor [Javitt, 2004]. 
 Desde a década de 1950, o glutamato (GLU) é conhecido por suas 
ações excitatórias sobre o SNC [Hayashi, 1952; Curtis et al., 1959; Watkins, 
2000], estando envolvido com a plasticidade neural [Gebhardt, Cull-Candy, 
2006], com a neurogênese no adulto [Platel et al., 2007], com a aprendizagem 
e a memória [Meldrum, 2000], com a ansiedade [Graeff, Zangrossi, 2002], com 
o estresse [Joca et al., 2003], com a epilepsia [Sepkuty et al., 2002] e, 
possivelmente, com a esquizofrenia [Bressan, Pilowsky, 2003]. O GLU está 
envolvido em vários processos bioquímicos, dentre eles, como precursor do 
GABA [Semyanov, 2002].  
 Os receptores glutamatérgicos podem ser classificados como 
ionotrópicos (iGLU: ligados a um canal iônico) e metabotrópicos (mGLU: 
ligados aos mecanismos intracelulares de transdução de sinal via proteína G) 
[Figura 4] [Bressan, Pilowsky, 2003]. 
 Os iGLU são compostos por quatro ou cinco subunidades que, 
agrupadas, formam um poro central com condutância seletiva para Ca+2, Na+  e 
K+ [Dingledine, 1999; Huettner, 2003], favorecendo a despolarização do 
neurônio. Eles são divididos em receptores NMDA (N-metil-D-aspartato) e 
receptores não-NMDA, que, por sua, vez incluem os receptores AMPA (ácido 
α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolproprionato) e cainato [Stoll  et al., 2007].  
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 Os receptores NMDA são heterotetrâmeros, compostos de duas 
subunidades NR1 e duas subunidades NR2. Os 8 subtipos da subunidade NR1 
parecem ser codificados pelo mesmo gene, enquanto que os 4 subtipos da 
subunidade NR2 seriam codificados por genes diferentes. Os receptores não-
NMDA são frequentemente homotetrâmeros: receptores AMPA são compostos 
da combinação das subunidades GluR1, GluR2, GluR3 e GluR4, enquanto os 
receptores cainato são compostos da combinação das subunidades GluR5, 
GluR6, GluR7, KA1 ou KA2 [Stoll  et al., 2007].  
 Os receptores AMPA e cainato estão localizados em regiões 
telencefálicas e mediam a transmissão rápida em sinapses excitatórias. 
Quando ativados, esses receptores induzem uma despolarização rápida do 
neurônio pós-sináptico, a qual dura alguns milisegundos [Dingledine, 1999]. 
 Os mGLU formam uma classe de oito receptores (mGLU1-8) 
classificados em três subgrupos (I, II e III) que agem por meio da proteína G. 
Os receptores do subgrupo I (mGLU1 e mGLU5) são acoplados a proteína Gq 
que ativa cascatas de segundos mensageiros (fosfolipase C, etc.), promovendo 
a liberação de Ca+2 de estoques intracelulares. Os receptores do subgrupo II 
(mGLU2 e mGLU3) e do subgrupo III (mGLU4, mGLU6, mGLU7 e mGLU8) são 
acoplados a proteína Gi, inibindo a formação de AMPc [Spooren et al., 2003]. 
Por envolver a ativação de mensageiros intracelulares, a ativação dos mGLU 
se daria em velocidade muito mais lenta quando comparada com a ativação 
dos iGLU [Kataoka et al., 1997; Spooren et al., 2003]. 
 Embora os iGLU e os mGLU encontrem-se amplamente distribuídos no 
SNC, os iGLU estão mais concentrados no córtex e no sistema límbico, ao 
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passo que os mGLU em estruturas límbicas tais como hipocampo, córtex pré-
frontal e amígdala [Cortese, Phan, 2005]. 
 O GLU participa de uma variedade de funções neurológicas e está 
envolvido na atividade motora. A neurotransmissão excessiva de glutamato tem 
sido implicada em desordens motoras, dentre elas, efeitos locomotores de 
drogas estimulantes, estereotipia, atividade motora excessiva relacionada tanto 
a convulsões quanto a retirada da exposição crônica ao etanol. Receptores 
glutamatérgicos, dentre eles o NMDA, são densos em regiões envolvidas com 
a atividade motora, dentre elas o córtex sensório-motor, o estriado e o 
hipocampo; sugerindo que o glutamato é um importante neurotransmissor 
nessas regiões [Bland et al., 1999]. 
 Enquanto o GABA é o neurotransmissor inibitório mais importante do 
SNC, o GLU é o neurotransmissor excitatório de maior importância no sistema 
nervoso de vertebrados [Bradford, 1995; Meldrum, 2000]. Embora opostos, os 
papéis desempenhados por estes sistemas de neurotransmissão são 
complementares, já que o funcionamento adequado do sistema nervoso se dá 
a partir de um equilíbrio harmônico na atividade destes dois sistemas. 
 Além de complementares, estes sistemas, inibitório e excitatório, 
interagem entre si. Um exemplo é a relação entre a neurotransmissão 
excitatória glutamatérgica e o efeito convulsivante do DMCM: camundongos 
pré-tratados com antagonistas competitivos (2-APH) ou não-competitivos 
(fenciclidina ou MK-801) dos receptores glutamatérgicos NMDA apresentaram 
um aumento significativo do limiar de convulsão induzida pela dose 
convulsivante de DMCM [Tsuda et al., 1997; Chapman et al.,1985]. A possível 
explicação para este fenômeno é a ação pré-sináptica do DMCM no receptor 
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GABAA de neurônios glutamatérgicos, que levaria a um aumento da liberação 
de aminoácidos excitatórios na fenda sináptica. Assim, a expressão das 
convulsões induzidas pelo agonista inverso benzodiazepínico DMCM pode ser 
em consequência de uma hiperativação glutamatérgica, envolvendo, 
particularmente, os receptores do tipo NMDA. 
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Figura 4: Esquema ilustrativo dos receptores ionotrópicos  (iGLUR) e metabotrópicos (mGLUR) 
do Glutamato (GLU). 
FONTE: CAROBREZ, A.P. Transmissão pelo glutamato como alvo molecular na ansiedade. 
Rev Bras Psiquiatr. 2003;25:52-8. 
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2.2.1 O receptor ionotrópico NMDA 
  O receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) é um subtipo de receptor 
glutamatérgico, amplamente distribuído no SNC, sendo os níveis mais altos 
encontrados na região CA1 do hipocampo [Monaghan, Cotman, 1985].  
 O NMDA possui várias subunidades denominadas NR1 (onde se liga a 
glicina, necessária para a função do receptor), NR2A-D (onde se liga o GLU) e 
NR3A-B. A combinação de duas subunidades NR1 com duas subunidades 
NR2 comporiam os receptores presentes em maior número no SNC 
[Dingledine, 1999]. A composição do receptor, em termos dessas subunidades, 
determina algumas das propriedades importantes do receptor, incluindo 
cinética, condutância pelo canal iônico entre outras [Figura 5] [Li et al., 2007]. 
 O canal iônico formado pelo agrupamento das subunidades possui alta 
permeabilidade aos íons sódio (Na+), potássio (K+) e cálcio (Ca2+) [Macdermott 
et al., 1986; Mayer, Westbrook, 1987]. O potencial de repouso se caracteriza 
pelo bloqueio do canal por íons magnésio (Mg2+), que impedem a passagem de 
outros íons [Riedel et al., 2003]. Para o Mg2+ sair do poro e ocorrer ativação do 
receptor NMDA, é necessária uma despolarização da membrana neuronal. 
Essa despolarização proporciona a liberação de neurotransmissores na fenda 
sináptica, incluindo o GLU, e a ativação do receptor NMDA, que resulta no 
influxo de íons Na+ e Ca2+ e no efluxo de íons K+ [Scatton, 1993; Ozawa et al., 
1998].  
 O influxo de íons de cálcio, que acompanha a ativação do receptor 
NMDA, é responsável pela ativação de proteínas quinases dependentes de 
cálcio (PKC) e de cálcio-calmodulina II (CAMKII). Estas substâncias são 
responsáveis por algumas respostas celulares mediadas pelo receptor NMDA, 
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incluindo a plasticidade sináptica [Izquierdo, Medina, 1995; Teyler, 1999; 
Mcgaugh, Izquierdo, 2000]. 
 O receptor NMDA contém vários sítios de ligação para agonistas e 
antagonistas, tais como glutamato/NMDA, sítio do canal iônico onde se liga 
fenciclidina (PCP), sítio modulatório para a glicina (coagonista do receptor 
NMDA) e para o zinco, bem como sítios de ligação para poliaminas [Ranson, 
Stec, 1988; Riedel et al., 2003]. 
 Os receptores NMDA são necessários para o processo de migração 
neuronal, sinaptogênese, transmissão e plasticidade sináptica. Porém, a 
ativação excessiva desses receptores seria responsável pelo prejuízo neuronal 
durante condições neurológicas agudas, tais como trauma e isquemia cerebral, 
hipóxia e ataques epilépticos e por doenças crônicas degenerativas como 
Coréia de Huntington, AIDS, encefalopatia etc [Piña-Crespo, Gibb, 2002].  
 Vários pesquisadores já propuseram que a hipofunção dos receptores 
NMDA estaria envolvida na fisiopatologia da esquizofrenia [Javitt, Zukin, 1991; 
Olney, Farber, 1995; Bressan, Pilowsky, 2003]. Existem evidências de que a 
privação de sono prejudica a transmissão sináptica mediada pelo receptor 
NMDA na região de CA1 do hipocampo [Mcdermott et al., 2006]. 
 É conhecido o efeito ansiolítico em ratos de antagonistas NMDA, como o 
(+)5-metil-10,11-dihidro-5Hdibenzo[a,b]-ciclohepteno-5-10-amino (MK-801) 
[Guimarães et al., 1991; Kotlinska, Liljequist, 1998; Molchanov, Guimarães, 
2002].  
 Os receptores NMDA também desempenham papel importante na 
memória: abundantes na região de CA3 do hipocampo estão implicados na 
aquisição rápida e na evocação da memória associativa, bem como na 
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aprendizagem associativa pareada. Há evidências indicando que esses 
receptores são mediadores da memória espacial na área de CA1 do 
hipocampo, pois vários estudos bloqueando sua atividade ou silenciando genes 
para subunidades, têm levado a um prejuízo da memória espacial [Mcdermott 
et al., 2006].  
 A administração sistêmica ou intracerebral de bloqueadores do canal do 
receptor NMDA causam prejuízo no desempenho de ratos em uma grande 
variedade de tarefas de memória [Izquerdo, Medina, 1995]. De Lima et al. 
(2005), demonstraram que a administração sistêmica de 0,1 mg/kg de MK-801, 
um antagonista não-competitivo do receptor NMDA, 20 minutos antes ou 
imediatamente depois do treino na tarefa de reconhecimento de objetos 
prejudica a memória de curta e longa duração. Roesler et al. (2000) também 
demonstraram prejuízo da memória na tarefa de esquiva inibitória devido à 
administração pré ou pós-treino intra-amigdala de ácido-D-2-amino-5-
fosfonopentanóico (AP5), um antagonista competitivo do receptor NMDA, 
enquanto que a administração de AP5 pré-teste não afetou a memória para a 
mesma tarefa. Efeito similar ainda foi demonstrado para administração intra-
hipocampal deste composto, na tarefa de esquiva inibitória [Jafari-Sabet, 2006] 
e na tarefa do labirinto aquático de Morris [Morris, 1989]. 
 Entretanto, agonistas do receptor NMDA, como o GLU [Izquierdo, 
Medina, 1995; Rubin et al., 1997] e o ácido DL-beta-clorofenil glutâmico (CPG), 
melhoram a performance dos ratos na tarefa de esquiva inibitória e de 
camundongos no labirinto em T [Flood et al., 1990]. Além disso, estudos 
demonstram que o número de receptores NMDA está reduzido no SNC de 
pacientes com doença de Alzheimer [Sze et al., 2001]. Esses receptores 
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também controlam negativamente a excitabilidade da região CA3 do 
hipocampo: a inibição dos receptores NMDA produz convulsões [Fukushima et 
al., 2009]. 
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Figura 5: Esquema ilustrativo do receptor ionotrópico NMDA com os seus diversos sítios 
alostéricos e seus respectivos ligantes. 
FONTE: Adaptado de http://www.uochb.cz/web/document/cms_library/212. 
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2.3 A Na+/K+-ATPase 
 A membrama plasmática, presente tanto nas células procarióticas como 
nas eucarióticas, envolve a célula, define seus limites, e mantêm as diferenças 
essenciais entre o citosol e o meio extracelular. 
 Além de delimitar o ambiente celular, a membrana plasmática representa 
o primeiro elo de contato entre os meios intra e extracelular, transduzindo 
informações para o interior da célula e permitindo que ela responda a estímulos 
externos que podem, inclusive, influenciar no cumprimento de suas funções 
biológicas. A manutenção da individualidade celular, assim como o bom 
desempenho das outras funções da membrana, requer uma combinação 
particular de características estruturais da membrana plasmática, pois, ao 
mesmo tempo, a membrana precisa formar um limite "estável" e também ser 
dinâmica e flexível. A combinação destas características é possível devido a 
sua composição química. 
 As membranas celulares consistem de uma dupla camada contínua de 
lipídios, com a qual proteínas e carboidratos das mais diversas naturezas 
interagem das mais diversas maneiras. Justamente a bicamada lipídica é que 
confere estabilidade e flexibilidade à membrana.  
 Se os lipídeos são as moléculas mais expressivas em termos de 
estrutura de membrana, as proteínas o são em termos de funções. 
Considerando-se sua interação com a bicamada lipídica, as proteínas podem 
ser classificadas como: ancoradas, periféricas ou transmembranares 
(integrais). Inúmeras funções são desempenhadas pelas proteínas de 
membrana, dentre elas, o transporte iônico. 
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 Como a célula delimita o meio intra e extracelular, é necessário que 
formas de transporte e de comunicação sejam constantemente estabelecidas 
com o meio. Os transportes podem ou não envolver gasto de energia, sendo 
classificados como ativo ou passivo, respectivamente.  
 Nas células excitáveis as concentrações intra e extracelular de íons são 
diferentes: em condição de repouso, os íons K+ encontram-se mais 
concentrados na porção interna da célula e os íons Na+ mais concentrados na 
porção externa. 
A Na+/K+-ATPase é a enzima integral mais abundante e de presença 
obrigatória em todas (ou quase todas) as células eucarióticas superiores. 
Estima-se que a maioria das células de mamíferos possuam, 
aproximadamente, 1 millhão de moléculas de Na+/K+-ATPase por célula [Tian 
et al., 2006]. O cientista dinamarquês Jens C. Skou, em 1957, descobriu a 
enzima Na+/K+-ATPase e, por tal descoberta, recebeu o Prêmio Nobel em 
Química em 1997 [Therien, Blostein, 2000]. 
 Essa enzima é importante na regulação do volume celular e do pH 
citoplasmático, na manutenção da excitabilidade do músculo e do tecido 
nervoso; e, além disso, comanda uma variedade de processos de transportes 
secundários [Vailend et al., 2002]. Possui na face externa da membrana sítios 
de ligação para o K+ e para a ouabaína e na face interna sítios de ligação para 
o Na+ e para a adenosina 5’ trifosfato (ATP).  
 A Na+/K+-ATPase utiliza a energia liberada pela hidrólise de ATP, em 
presença de Mg2+, para transportar Na+ e K+. A enzima é uma bomba de 
cátions que converte energia química da hidrólise do ATP em trabalho 
mecânico e, por meio de seus dois estados conformacionais principais (E1 e 
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E2), transportam sódio (3Na+) e potássio (2K+) através da membrana 
plasmática criando, dessa maneira, seus respectivos gradientes 
eletroquímicos, que são tão importantes para as funções vitais da célula 
[Horisberger et al., 1991; Lingrel, Kuntzweiler, 1994; Geibel et al., 2003; Yuan 
et al., 2005].  
 Nas células excitáveis, a Na+/K+-ATPase mantém e restabelece o 
potencial de repouso da membrana celular após a deflagração de um potencial, 
caracterizado pela entrada de Na+ e saída de K+ [Lingrel, Kuntzweiler, 1994]. 
 A estrutura e a localização dos sítios de ligação na enzima possibilitam a 
translocação dos íons Na+ para fora e dos íons K+ para dentro da célula. Essa 
translocação ocorre contra gradiente de concentração, com gasto de energia 
proveniente da hidrólise do ATP. Da hidrólise do ATP haverá liberação da 
adenosina 5’ difosfato (ADP) e do fosfato (P). Após a translocação dos íons, o 
P ligado à enzima é liberado no citoplasma na forma de fosfato inorgânico (Pi) 
[Horisberger et al., 1991; Lingrel, Kuntzweiler, 1994]. 
A atividade dessa enzima chega a consumir entre 40-50% do total de 
ATP gerado no SNC [Erecinska, Silver, 1994].  
 A Na+/K+-ATPase possui duas formas: E1, que é fosforilada (no meio 
intracelular) e tem alta afinidade aos íons sódio e a forma E2, que é 
desfosforilada (no meio extracelular) e possui alta afinidade aos íons potássio 
[Figura6] [Robinson,1969].  
 A forma fosforilada (E1) é caracterizada pela ligação dos íons Na+ e do 
ATP aos seus sítios específicos de ligação na face interna da membrana. A 
ligação dos íons Na+ e a fosforilação provocam uma alteração conformacional 
da enzima, com conseqüente liberação dos íons Na+ na face externa da célula. 
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Após a liberação dos íons Na+, se houver concentração suficiente de íons Mg+2 
ocorrerá a defosforilação (forma E2) da enzima e os íons K+ se ligarão aos 
sítios específicos na face externa da membrana e, posteriormente, serão 
liberados para o interior da célula. Após a liberação dos íons K+ no interior da 
célula, o estado conformacional E1 é restabelecido [Horisberger et al., 1991].  
 Cada ciclo completo E1/E2 corresponde ao efluxo de 3 íons Na+ e o 
influxo de 2 íons K+ [Horisberger et al., 1991].  
 
  
 
 
 
Figura 6: Esquema das formas fosforilada (E1) e desfosoforilada (E2) da Na+/K+-ATPase.  
FONTE: Esquema adaptado de: fajerpc.magnet.fsu.edu/.../image036.jpg 
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 Quanto a sua estrutura, a Na+/K+-ATPase é um oligômero 
transmembranar, composto de três subunidades polipeptídicas: alfa, beta e 
gama [Figura 7] [Sthal, 1986; Lingrel, 1992; Blanco, Mercer, 1998]. As duas 
subunidades mais importantes e melhor descritas (α e β) são ligadas não 
covalentemente e estão inseridas na membrana [Blanco, Mercer, 1998; 
Richards et al., 2007]. 
 A subunidade α é uma proteína de membrana com massa molecular de, 
aproximadamente 112.000Da. Responsável pelas propriedades catalíticas e de 
transporte da enzima, contém sítios de ligação para os cátions, para o ATP e 
para a ouabaína. Apresenta diferentes isoformas, sendo elas: α1 (mais 
resistente à ouabaína que α2 e α3), α2 (predomina em tecido adiposo, 
coração, músculo e cérebro- principalmente na glia), α3 (abundante em tecido 
nervoso, atuando quando α1 e α2 estão saturadas) e α4 (expressa unicamente 
em testículos de ratos). A maior variabilidade entre as isoformas está próxima à 
amina terminal, onde se localiza o sítio de ligação extracelular da ouabaína, 
entre os segmentos transmembranares 1 e 2, e na região citoplasmática entre 
os aminoácidos 403 e 503. E a maior similaridade está na região de ligação do 
ATP e no sítio de fosforilação, na região transmembranar hidrofóbica e na 
carboxila terminal [Blanco, Mercer, 1998]. Vale lembrar que as 4 isoformas α 
(α1-4) e as 3 isoformas distintas para a subunidade β (β1-3) são codificadas por 
diferentes genes [Blanco, Mercer, 1998; Ikeda et al., 2003]. 
Neurônios são as únicas células do tecido nervoso a expressarem a 
isoforma α3, enquanto que as isoformas α1 e α2 estão expressas nos 
neurônios e nas células da glia. Em neurônios, tanto os dendritos como os 
axônios expressam diferentes isoformas da enzima [Pietrini et al., 1992]. Estas 
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isoformas alfa também apresentam diferenças cinéticas em relação à ativação 
pelos íons Na+ e K+ [Blanco, Mercer, 1998] e estão expressas no hipocampo 
em alto grau de heterogeneidade [Mcgrail et al., 1991]. 
 A subunidade β é um polipeptídeo que atravessa a membrana uma vez, 
com massa molecular (que depende do grau de glicosilação em diferentes 
tecidos) entre 40.000 a 60.000 Da. É essencial para atividade normal da 
enzima e parece estar envolvida na oclusão do íon K+ e na modulação da 
afinidade da enzima aos íons Na+ e K+. Também parece agir como uma 
chaperona, estabilizando o dobramento correto de α e facilitando sua 
distribuição na membrana plasmática [Mcdonough et al., 1990; Béguin et al., 
1998]. Suas isoformas conhecidas são: β1 e β2 (encontradas em tecidos de 
pássaros e mamíferos) e β3 (anfíbios, camundongos, ratos e humanos) 
[Mcdonough et al., 1990; Blanco, Mercer, 1998]. 
 A subunidade γ é um pequeno polipeptídeo hidrofóbico (8-14 Da). Não 
se sabe muito sobre ela, mas parece estar envolvida na modulação das 
propriedades cinéticas da enzima; porém, não é necessária para a atividade 
normal da enzima [Blanco, Mercer, 1998; Therien et al., 1999]. 
 Alterações na atividade da Na+/K+-ATPase alteram a excitabilidade do 
SNC, que pode influenciar o comportamento: a administração intraventricular 
de ouabaína, por exemplo, produz hiperatividade motora no Campo Aberto 
[Ruktanonchai et al., 1998]. Ratos que diferem no comportamento de empinar 
no Campo Aberto também diferem na atividade enzimática no hipocampo 
[Alves et al., 2005]. E, ainda, menor atividade da Na+/K+-ATPase no hipocampo 
estaria relacionada com maior suceptibilidade a convulsões [Haglund et al, 
1985]. 
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 Outros trabalhos também descrevem a relação entre a atividade da 
Na+/K+-ATPase e depressão. Viola et al. (1997) mostraram que a administração 
aguda de desipramina em ratos aumentou a densidade de sítios de ligação da 
ouabaína e a atividade da enzima no hipotálamo. Swann (1988) observou que 
ioimbina e imipramina aumentaram a atividade da Na+/K+-ATPase, enquanto 
somente a ioimbina aumentou a densidade dos sítios de ligação da ouabaína. 
Em estudos in vitro, a imipramina e a desipramina diminuíram o número de 
ligações da ouabaína na Na+/K+-ATPase [Viola et al., 1997] e inibiram a 
atividade da Na+/K+-ATPase [Carfagna, Muhoberac, 1993]. 
 Também foi relatada a existência de uma interação entre a Na+-K +-
ATPase e a neurotransmissão gabaérgica no hipocampo de ratos: a  exposição 
de fatias do hipocampo à ouabaína altera os componentes do potencial pós-
sináptico inibitório gabaérgico, sendo que este efeito ocorre diretamente no 
terminal nervoso pré-sináptico gabaérgico [Vaillend et al., 2002]. 
 
2.3.1 O sítio de ligação para ouabaína 
 Certos esteróides derivados de plantas são inibidores potentes da 
Na+/K+-ATPase. A ouabaína é um membro desta classe de inibidores 
conhecidos como esteróides cardiotônicos, devido a seus profundos efeitos 
sobre o coração [Aizman et al., 2001; Scheiner-Bobis, Schoner, 2001; Tian et 
al., 2006].  
 Extraída de sementes maduras de Strophantus gratus e Acokanthera 
ouabaio, plantas de origem africana, a ouabaína é um composto que contém 
um núcleo esteróide com lactona insaturada e um ou mais resíduos 
glicosídicos. A ouabaína, bem como outros glicosídeos cardíacos, possui a 
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propriedade farmacodinâmica de aumentar a força de contração do músculo 
cardíaco, por isso é utilizada em doenças cardíacas [Aizman et al., 2001; 
Scheiner-Bobis, Schoner, 2001]. 
 Esse esteróide pode regular o crescimento celular, a expressão de 
genes, o cálcio intracelular e ativar proteínas cinases [Tian et al., 2006]. 
 A Na+-K +-ATPase possui na face externa um sítio específico para a 
ouabaína. A ligação da ouabaína nesse sítio inibe a atividade da enzima, pois 
impede que os íons Na+ sejam liberados na face interna da célula e, 
consequentemente, impede que os íons K+ sejam transportados para fora da 
célula. A ouabaína liga-se à Na+-K +-ATPase  apenas no estado E2, impedindo 
a volta ao estado E1 [Stahl, 1986; Rose, Valdes, 1994; Scheiner-Bobis, 
Schoner, 2001]. 
Foi identificado um hormônio endógeno isômero da ouabaína, 
sintetizado pela glândula adrenal e também pelo hipotálamo, contudo o seu 
mecanismo de ação e sua significância fisiológica não foram ainda 
precisamente determinados [Hamlyn et al., 1991, 2003; Boulanger et al., 1993; 
Scheneider et al., 1998; Kawamura et al., 2001].  
 As isoformas α1, α2 e α3 da Na+-K +-ATPase possuem diferentes 
afinidades pela ouabaína: α3 possui maior afinidade, α2 média afinidade e α1 
baixa afinidade [Maki et al., 1992; O’Brien et al., 1994].   
A técnica de autoradiografia permite caracterizar a distribuição de 
receptores/isoformas nas estruturas do SNC [Chacur et al.,1999]. Por meio 
dessa técnica foi possível verificar que as isoformas de maior afinidade à [3H]-
Ouabaína estão localizadas nas camadas mais profundas do córtex e em 
algumas áreas do hipocampo, do tálamo, do tronco cerebral e dos gânglios da 
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base [Hieber et al., 1991; Maki et al., 1992], enquanto as isoformas de menor 
afinidade estão localizadas nas camadas superficiais do córtex e em núcleos 
do tronco cerebral e do hipocampo [Brines et al., 1991; Hieber et al., 1991]. 
A ouabaína inibe a atividade da Na+/K+-ATPase de maneira dose-
dependente, podendo até mesmo inibir completamente tal atividade quando 
presente em altas concentrações [Arnaiz et al, 1998; Sweadner, Farshi, 1987]. 
Por meio da ligação da ouabaína na Na+/K+-ATPase é possível estimar o 
número de moléculas da enzima. 
Trabalhos indicam o envolvimento da Na+/K+-ATPase no sono, pois 
demonstram um aumento de sua atividade após privação do sono REM [Das, 
Mallick, 2008], insônia produzida pela administração, mesmo em doses 
terapêuticas, de digoxina (inibidora da Na+/K+-ATPase) [Batterman, Gutner, 
1948] e alterações na afinidade de ligação da [3H]-Ouabaína em membranas 
corticais de ratos privados de sono [Bignotto et al., 2006].  
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Figura 7: Esquema estrutural da Na+/K+-ATPase. 
FONTE: www.kumc.edu/physiology/images/gustavofig1.jpg 
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3. O Hipocampo 
 O hipocampo é uma estrutura do sistema límbico, situada adjacente ao 
córtex entorrinal [Figura 8], que desempenha funções importantes, entre elas, 
no aprendizado e memória [Seling, Malenka, 1997]. 
 A formação hipocampal é composta pelo giro denteado, pelos cornos de 
Amon (o hipocampo propriamente dito, o qual pode ser subdividido em: CA1, 
CA2 e CA3), pelo complexo subicular (subdividido em subículo, para-subículo e 
pré-subículo) e córtex entorrinal (o qual particularmente em roedores, é 
subdividido em lateral e medial) [Amaral, Witter, 1989].  
 O giro denteado é composto por três camadas celulares, a saber: 
molecular, granular e polimórfica (ou hilar). As células granulares constituem 
predominantemente a camada granular, cujos axônios (denominados fibras 
musgosas), estabelecem contatos sinápticos com as células piramidais de CA3 
e com as células hílares (células musgosas). Neste complexo, existem as 
células em cesto (conjunto de células inibitórias), que recebem projeções 
excitatórias das células musgosas e fazem conexão com as células granulares 
do giro denteado e com as células piramidais de CA3 [Roberts, 1986].  
 A circuitaria sináptica da formação hipocampal é conhecida por ser 
regida por três sinapses, descritas, sistematicamente, da seguinte forma: 
I- O córtex entorrinal envia informações ao hipocampo através das fibras da via 
perfurante, alcançando as células granulares do giro denteado; 
II- As células granulares, por sua vez, projetam-se para CA3 através das fibras 
musgosas; 
III- As fibras musgosas conectam-se com as células musgosas do hilo e com 
as células piramidais de CA1, formando o sistema colateral de Schaffer.  CA1 
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envia projeções ipsilaterais para o subículo e o córtex, de onde seguem para 
outras áreas [Brow, Zador, 1990]. 
 As células granulares e piramidais são as principais componentes 
envolvidas na fisiologia do hipocampo e tanto o GABA quanto o GLU são os 
neurotransmissores dominantes [Seling, Malenka, 1997]. Por isso os 
receptores glutamatérgicos e gabaérgicos estão envolvidos em muitas 
transmissões sinápticas no hipocampo e são indispensáveis para o seu 
funcionamento e, consequentemente, para o desenvolvimento de patologias. 
 A exposição a eventos estressores, por exemplo, promove aumento na 
liberação de GLU no hipocampo [Moghaddam, 2002]. Já os ataques epilépticos 
podem ocorrer em conseqüência do desequilíbrio do sistema de 
neurotransmissão em favor da hiperexcitação neuronal: a plasticidade da 
inibição sináptica mediada pelo receptor GABAA parece contribuir para a 
hiperexcitabilidade da camada granular do giro denteado em pacientes com 
epilepsia do lobo temporal [Lothman et al., 1992].  Por isso a transmissão 
sináptica mediada por esses receptores tem sido objeto de estudos [Bredt, 
Nicoll, 2003; Choquet, Triller, 2003; Collingridge et al., 2004; Luscher, Keller, 
2004]. 
 Várias pesquisas também mostram que o hipocampo exerce papel 
importante para o processamento de tarefas espaciais em animais, mas que 
não está relacionado a tarefas que não dependem deste tipo de informação 
[O’keefe, Nadel, 1979; Kim, Fanselow, 1992] e está implicado na percepção do 
medo [McEwen, 2000].  
 É importante ressaltar que neurônios de CA e do giro denteado estão 
envolvidos na resposta ao estresse após exposição aguda e crônica ao Campo 
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Aberto [Badowska-Szalewska et al., 2006]. Além disso, o aumento dos níveis 
de corticosterona após estresse agudo induz alterações molecular e celular na 
formação hipocampal, que pode ser decorrente de uma adaptação 
comportamental [Joëls et al., 2004]. 
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Figura 8A: O encéfalo do rato e suas principais estruturas.  
Figura 8B: O hipocampo e suas subestruturas. 
FONTE: http://www.biomedcentral.com/1471-2202/6/36/figure/F3?highres=y 
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4. Os hormônios 
 Adaptação a mudanças constantes do ambiente é fundamental para a 
sobrevivência do organismo. O eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (eixo HPA) é o 
componente-chave para essa adaptação [Fillenz, 1993; Zelena et al., 2009].   
 Existe uma relação bem estabelecida entre os hormônios controlados 
pelo eixo HPA e o estresse. 
 O conceito de estresse baseia-se na observação de que diferentes tipos 
de condições físicas ou psicológicas que ameaçam a alostasia do organismo 
eliciam o mesmo conjunto de alterações corporais – a chamada “síndrome de 
adaptação geral”. A resposta mais característica ao estresse é a liberação dos 
hormônios adrenocorticotrópico (ACTH) e glicocorticóides (cortisol em primatas 
e em seres humanos e corticosterona em ratos) na corrente sanguínea, como 
resultado da ativação do eixo HPA. Os estímulos ou as situações que eliciam a 
síndrome de adaptação geral são denominados estressores e a resposta do 
organismo é a reação ao estresse.  
 Os glicocorticóides são os reguladores principais do eixo HPA, pois 
mantêm a resposta ao estresse nos níveis normais, evitando que o próprio eixo 
ameace a homeostase [Munck et al., 1984]. 
   Além do eixo HPA, o estresse agudo ativa a divisão simpática do 
sistema nervoso neurovegetativo como parte da reação de luta ou fuga, ou 
“resposta de emergência”. Como resultado disso, a noradrenalina das fibras 
nervosas simpáticas periféricas é liberada em diferentes tecidos, bem como a 
adrenalina e noradrenalina da medula adrenal na corrente sanguínea [Dunn, 
Berridge, 1990]. 
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 Os estressores podem ser físicos, tais como danos ao tecido ou 
mudanças extremas na temperatura, mas também podem ser psicológicos. 
Com relação aos últimos, os resultados relatados demonstraram 
consistentemente que o eixo HPA e o sistema nervoso simpático são ativados 
pela novidade ou indícios que sinalizem que ocorrerá punição ou ausência de 
uma recompensa esperada (frustração), gerando, dessa forma, ansiedade 
antecipatória [Brandão, 1995]. 
 O Campo Aberto provoca alterações fisiológicas e hormonais associadas 
à emocionalidade em ratos [Levine et al., 1967; Walsh, Cummins, 1976; 
Kulkarni, 1977; Ramos, Mormède, 1998; Lipkind et al., 2004]. A exposição ao 
Campo Aberto (novidade) pode aumentar os níveis sanguíneos dos hormônios 
ACTH e corticosterona [Ramos, Mormède, 1998]. 
 Em ratos com 3 meses de idade, que foram separados da mãe ainda 
filhotes, o estresse crônico variável diminuiu a reatividade emocional e 
provocou um estado de hipoatividade do eixo HPA. Porém, após o teste do 
Campo Aberto, houve um aumento da atividade do eixo HPA [Molina et al., 
2006]. 
 A formação hipocampal é sensível aos efeitos dos glicocorticóides 
secretados em situações de estresse crônico. Os glicocorticóides e os 
estressores suprimem a neurogênese no giro denteado. Além disso, durante o 
estresse agudo, o hipocampo de ratos idosos aumenta os níveis e o tempo de 
liberação de aminoácidos excitatórios [McEwen, 2001]. 
 Após a descoberta de receptores cerebrais para corticosteróides em 
estruturas límbicas como hipocampo e córtex pré-frontal, relacionadas com 
cognição e afeto, começou a ser esclarecerida a participação significativa dos 
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hormônios do estresse em funções como memória e aprendizado. Os estudos 
utilizando técnicas de neuroimagem têm abordado principalmente o impacto 
dos corticosteróides na formação de memória, a partir da análise dos padrões 
de resposta de neurônios hipocampais. Estudos têm demonstrado que o 
aumento suprafisiológico ou a redução nos níveis hormonais causam um 
impacto negativo, com conseqüente enfraquecimento da memória declarativa, 
redução de neurogênese e atrofia hipocampal [Lupien, Lepage, 2001]. Para o 
cérebro, o estresse agudo aumenta a memória de eventos que são 
potencialmente ameaçadores para o organismo. Por outro lado, o estresse 
crônico causa plasticidade adaptativa no cérebro [McEwen, 2000; Lupien, 
Lepage, 2001]. Observa-se, portanto, que uma exposição a concentrações sub 
ou suprafisiológicas de hormônios corticosteróides conduz a uma desregulação 
na expressão gênica, comprometendo funções cognitivas e aumentando a 
vulnerabilidade às perturbações neurológicas ou psiquiátricas relacionadas ao 
estresse [Pereira et al., 2004]. 
 A literatura também pontua a relação entre o eixo HPA e o ciclo sono-
vigília. Palma et al., (2007) afirmam que: “a ativação dos sistemas HPA e/ou 
nervoso simpático ocasiona o despertar. Nos seres humanos ou nos animais, 
esses hormônios estão associados à atenção, vigilância e excitação”.  
 Alterações hormonais, como o efeito deletério dos glicocorticóides 
suprimindo hipotálamo-pituitária, podem ser detectadas também ao nível 
adrenal [Lima et al., 2002]. A redução na secreção de ACTH pode resultar no 
comprometimento ou retardo do desenvolvimento desta glândula. Assim, a 
atrofia da adrenal seria uma maneira de identificar um possível 
comprometimento na secreção endógena de cortisol. 
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 Por outro lado, a estimulação crônica do córtex adrenal, pela ação do 
ACTH, pode gerar adaptações sobre esta glândula, fazendo com que a mesma 
aumente de massa, ou seja, aumente seu peso fresco [Kjaer, 1998]. Diversos 
autores vêm utilizando o peso fresco da glândula adrenal como indicativo de 
estresse crônico [Walker et al., 1992;  Perhonen et al., 1995;  Pauli et al., 2003]. 
 Os hormônios gonadais controlados pelo eixo hipotálamo-hipófise-
gonadal também estão envolvidos com a resposta ao estresse e com outros 
comportamentos. A agressividade é um dos comportamentos que mais 
caracteriza essa relação hormônio/comportamento, já que machos são mais 
agressivos do que fêmeas [Pfaff et al., 2004].  
 Os hormônios esteróides possuem potentes efeitos na estrutura e 
funcionamento do cérebro adulto. Muitos trabalhos descrevem um importante 
papel do estrógeno no cérebro no que diz respeito à melhora nos processos de 
aprendizagem e memória [McEwen, 1999; Gibbs, 2000; Frick et al., 2002; 
Vaucher et al., 2002; Frye et al., 2005; Daniel et al., 2006]. No entanto, alguns 
aspectos da função do estrógeno permanecem incertos, pois vários autores 
obtiveram resultados que indicam a importância do estrógeno nos processos 
de formação da memória espacial [Gibbs, 2000; Frick et al., 2002] enquanto 
outros pesquisadores encontraram resultados contrários [Chesler, Juraska, 
2000; Fernandez, Frick, 2004]. O estrógeno também atua na regulação da 
atividade ionotrópica e metabotrópica dos neurônios por meio da ação sob 
receptores de neurotransmissores, como os de glutamato [Garcia-Segura et al., 
2001]. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
OBJETIVOS
OBJETIVOS 67 
 
 
 
 O empinar é um comportamento exploratório. Para os indivíduos e para 
as espécies os comportamentos exploratórios são importante para 
reconhecimento do ambiente, busca de acasalamento, procura de alimento e 
proteção contra predadores. Portanto, diferenças no comportamento 
exploratório entre os indivíduos de uma mesma espécie têm várias 
implicações, incluindo a sobrevivência do indivíduo. 
  Durante os anos de investigação do comportamento de empinar, 
perguntas surgiram quanto à relação desse comportamento com sazonalidade, 
idade, transtornos do humor, excitabilidade central, hormônios etc. Por isso, o 
objetivo geral deste trabalho consistiu em realizar um screening desse 
comportamento. Os objetivos específicos foram: 
1. Ratos adultos foram submetidos ao Campo Aberto em diferentes anos e em 
diferentes meses do mesmo ano com o objetivo de testar principalmente a 
hipótese de que a sazonalidade não influencia o empinar, pois este 
comportamento está mais relacionado com o traço do que com o estado dos 
animais; 
2. Ratos com diferentes idades também foram submetidos ao Campo Aberto 
com o objetivo de verificar principalmente se a atividade exploratória geral 
(principalmente empinar e ambulação) altera com a idade; 
3. Ratos selecionados no Campo Aberto pelo comportamento de empinar em 
subgrupos Baixo Empinar (BE) e Alto Empinar (AE) foram re-expostos ao 
mesmo teste com o intuito de verificar dados de literatura que mostram que os 
subgrupos mantêm o padrão comportamental, ou seja, mesmo que ocorra uma 
diminuição da incidência desse comportamento (devido à habituação) os 
subgrupos mantêm uma diferença estatisticamente significativa entre si, onde o 
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subgrupo BE apresenta menor número de empinar quando comparado ao 
subgrupo AE; 
4. A ansiedade é um transtorno do humor amplamente investigado e alguns 
autores têm estudado a relação entre o comportamento de empinar e a 
ansiedade. Os resultados têm sido controversos mesmo nas pesquisas de um 
mesmo grupo de pesquisadores. Esses pesquisadores têm utilizado o tempo 
no centro do Campo Aberto e as entradas nos braços abertos do Labirinto em 
Cruz Elevado como medidas de ansiedade. Também submetemos os 
subgrupos BE e AE a testes de ‘ansiedade’ (LCE, LTE e Campo Aberto) para 
verificar se há uma relação do empinar com a ‘ansiedade’. Animais idosos 
também foram submetidos ao LCE para investigar se existe diferença no 
padrão comportamental da ‘ansiedade’ entre ratos adultos e idosos; 
5. A literatura indica que ratos “deprimidos” apresentam uma diminuição do 
comportamento de empinar; por isso BE e AE foram submetidos ao TNF, um 
modelo de ‘depressão’, para verificar se o empinar e a ‘depressão’ estão 
estritamente relacionados;  
6. O teste do tempo de sono foi realizado com drogas hipnótico-sedativas que 
atuam em diferentes sítios receptores GABAA, com o objetivo de verificar se o 
tempo de sono é diferente para os subgrupos BE e AE, o que poderia ser um 
indicativo de que esses subgrupos diferem na densidade e/ou afinidade para 
esses sítios alostéricos gabaérgicos. 
 7. Devido a resultados anteriormente obtidos (p. ex. a diferença entre BE e AE 
na atividade da Na+/K-ATPase hipocampal e na susceptibilidade às convulsões 
clônicas induzidas pelo agonista inverso DMCM - sendo que o hipocampo 
apresenta uma alta susceptibilidade a convulsões clônicas induzidas 
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experimentalmente), objetivamos, por meio de uma curva de saturação com o 
[3H]-Flunitrazepam, testar se os subgrupos BE e AE diferem no sítio alostérico 
benzodiazepínico no hipocampo.   
8. A literatura mostra que receptores glutamatérgicos NMDA são mediadores 
da memória espacial na área de CA1 do hipocampo e que o MK 801 (um 
antagonista NMDA) aumenta o comportamento de empinar; porém, ainda não 
foram realizados estudos para verificar se animais selecionados pelo 
comportamento de empinar diferem na neurotransmissão glutamatérgica, 
principal sistema excitatório do SNC. Por não existirem estudos que 
demonstrem se existe tal relação, realizamos um estudo de ligação com o [3H]-
MK 801 no hipocampo de animais BE e AE;  
9. Os subgrupos BE e AE diferem na atividade da Na+/K+-ATPase no 
hipocampo [Alves et al., 2005], por isso foram realizados experimentos de 
ligação com a [3H]-Ouabaína, com o intuito de verificar se a diferença na 
atividade Na+/K+-ATPase é decorrente de diferenças na afinidade e/ou 
densidade das isoformas catalíticas dessa enzima; 
 10. Foi realizado experimento com subgrupos BE e AE de ratos idosos (15 
meses de idade), com o intuito de verificar se ocorre alteração da atividade da 
Na+/K+-ATPase no hipocampo com a idade e se os subgrupos apresentam 
diferença entre si na atividade desse enzima mesmo quando idosos;  
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 Os comportamentos, dentre eles o empinar, são a resultante da relação 
entre a herança gênica e os fatores ambientais. Por isso, estudos são 
necessários para elucidar quais são as condições neurobiológicas inerentes a 
tais comportamentos e qual a influência dos estímulos ambientais sobre os 
mesmos. 
 Estudos já mostraram que a acetilcolina [Miyakawa et al., 2001;Thiel et 
al., 1998], a dopamina [Agmo, Belzung, 1998; Homanics et al., 1998] e o 
glutamato [Cartmell, 1999] são neurotransmissores relacionados com o 
comportamento de empinar; além de apontarem para o hipocampo como a 
principal estrutura encefálica  envolvida na eliciação desse comportamento 
[Roullet, Lassalle, 1990; Crusio, 2001].  Outros estudos indicam uma relação do 
empinar com outros comportamentos, sejam estes envolvendo a memória 
espacial [Bernasconi-Guastalla et al., 1994; Görisch, Schwarting, 2006] ou a 
ansiedade [Thiel et al., 1999; Borta, Schwarting, 2005b]. 
 Este trabalho torna-se importante a partir do momento que se propõe 
aprofundar as investigações sobre a relação entre o comportamento de 
empinar com as neurotransmissões gabaérgica e glutamatérgica, com a 
enzima Na+-K +-ATPase e com o hipocampo. Não obstante, o propósito de 
verificar a relação entre esse comportamento e outros comportamentos, as 
influências que a sazonalidade e a idade exercem sobre ele, permitem que seja 
ampliado o conhecimento sobre esse comportamento exploratório, considerado 
importante para a sobrevivência do animal. 
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1. Sujeitos 
 
 
 
 
 
Figura 9: Rato macho da linhagem Wistar com 3 meses de idade 
 
 
Foram utilizados ratos machos, com diferentes idades, da linhagem 
Wistar, criados no Biotério do Departamento de Psicobiologia [Figura 9]. Os 
ratos, após o desmame, aos 21 dias de idade, foram colocados em gaiolas 
plásticas com dimensões de 60x50x22 cm. Foram mantidos 4 ratos/gaiola.  
Os ratos receberam água e ração à vontade e permaneceram em uma 
sala (biotério) com temperatura (23 ± 2ºC) e ciclo claro-escuro (sendo o período 
claro das 7 as 19h) controlados. Os experimentos comportamentais e a 
decapitação dos animais foram realizados no período da tarde (entre as 13 e 
as 17h), para evitar possíveis influências circadianas [Eidman et al., 1990].
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2. Aparelhos 
2.1 Campo Aberto 
 
 
               Figura 10: O Campo Aberto 
 
 O Campo Aberto utilizado neste protocolo [Figura 10] consiste em uma 
arena branca circular de madeira (80 cm de diâmetro e 60 cm de altura), 
dividida em 3 círculos concêntricos, subdividida em 18 setores. O aparelho é 
iluminado por 5 lâmpadas, de 60 W cada, fixadas a 85 cm acima da base. 
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2.2 Natação Forçada 
 
 
 
               Figura 11: A Natação Forçada 
 
 Para o teste da Natação Forçada foi utilizado um cilindro de 
acrílico (30x50 cm) [Figura 11] contendo 30 cm de água na temperatura de 
24±1°C, adaptado do modelo descrito por Porsolt et al. (1977).   
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2.3 Labirinto em Cruz Elevado (LCE) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
                    Figura 12: O Labirinto em Cruz Elevado 
 
 Similar ao descrito inicialmente por Pellow et al. (1985), o LCE é um 
aparato de madeira formado por dois braços fechados perpendiculares a dois 
braços abertos, elevados 65 cm do piso. Os braços têm 50 cm de comprimento 
e 10 cm de largura, sendo divididos em 6 quadrados. Os braços fechados são 
circundados por paredes com 30 cm de altura  e também divididos em 6 
quadrados. Existe um quadrado central [Figura 12]. 
  
2.4 Labirinto em T Elevado (LTE) 
Foi utilizado o Labirinto em Cruz Elevado com o isolamento de um dos 
seus braços fechados. Assim, o Labirinto em T Elevado foi constituído por três 
braços de mesmas dimensões (50X10 cm), elevados 65 cm do piso. Um dos 
braços é circundado por paredes laterais (30 cm de altura) e está disposto 
perpendicularmente aos dois outros braços abertos.  
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3. Drogas e Reagentes 
O pentobarbital, o ácido glutâmico, a glicina, o MK 801 e os reagentes 
foram obtidos da Sigma Chemical Co., USA. Os radioligantes ([3H]-
Flunitrazepam, [3H]-Ouabaína e [3H]-MK801), da Perkin Elmer Life Sciences, 
USA.  A DMCM foi obtida da Research Biochemicals International, USA.  
  O diazepam (Valium®) e o zolpidem (Lioram®) foram obtidos 
comercialmente. O etanol (álcool etílico absoluto), da Synth, Brasil. 
  O líquido de cintilação utilizado nos ensaios de radioligantes foi o 
Biodegradable Counting Scintillant da Amersham Corporation, USA. 
 A água utilizada para o preparo das drogas e dos reagentes foi 
bidestilada em material de vidro. 
 As atividades específicas dos radioligantes foram: 
[3H]-Flunitrazepam: 84,5 Ci/mmol; 
[3H]-Ouabaína: 18 Ci/mmol; 
[3H]-MK 801: 17,1 Ci/mmol. 
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4. Procedimentos Experimentais 
 Os experimentos foram aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 
Universidade Federal de São Paulo. Número do Processo: 1023/06 
4.1 Seleção dos animais no teste do Campo Aberto 
No dia da seleção, ratos ingênuos foram removidos do biotério para uma 
sala próxima à sala do Campo Aberto. Um rato de cada vez foi carregado numa 
pequena caixa de madeira até a sala do Campo Aberto e submetido a ele por 3 
minutos. Foi anotado o empinar central (número de empinar realizado nos 
círculos central e intermediário) e periférico (número de empinar realizado no 
círculo margeado pela parede), a ambulação (número de setores cruzados com 
as quatro patas), o tempo de permanência no centro e na periferia do aparato, 
o número de “groomings” e o de bolos fecais. Após a exposição, o rato foi 
devolvido à sua gaiola e o aparato limpo com etanol 5% (P/V). 
A separação em subgrupos tem sido feita mediante a média: abaixo da 
média os ratos de baixo empinar e acima da média são considerados ratos de 
alto empinar [Pawlak, Schwarting, 2002]. Utilizamos critérios mais restritivos 
para otimizar possíveis diferenças entre os subgrupos: aqueles ratos que 
apresentaram número de empinar “média – desvio padrão médio (dpm)” foram 
selecionados para o subgrupo baixo empinar (BE) e aqueles que apresentaram 
número de empinar “média + 1dpm” foram selecionados para o subgrupo alto 
empinar (AE). 
 Os ratos receberam identificação na pelagem utilizando uma solução de 
ácido pícrico diluído e permaneceram no biotério, nas mesmas gaiolas/casa, 
por aproximadamente de 15 dias antes de serem submetidos a outros testes 
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comportamentais ou serem decapitados para os ensaios bioquímicos ou 
hormonais. 
 
4.2 Teste da Natação Forçada 
 Os animais foram introduzidos individualmente no aparelho e deixados 
por 15 minutos para habituação (treino). Vinte e quatro horas depois, os 
animais foram submetidos ao teste pela segunda vez, por 5 minutos (teste). 
Logo após cada sessão, os animais foram enxugados cuidadosamente com um 
pano seco e, em seguida, recolocados em suas gaiolas-casa. 
 A imobilidade, a mobilidade (dividida em luta, mergulho, chacoalhar e 
esticar) e os bolos fecais foram anotados em cada sessão.  
  
4.3 Teste no Labirinto em Cruz Elevado (LCE) 
Os animais foram colocados, um por vez, em uma caixa (10 x 10 cm) no 
centro do LCE. Após 10 segundos (tempo necessário para habituação), a caixa 
foi retirada e o comportamento do animal observado por 5 minutos. Os 
comportamentos anotados foram: a latência para a primeira entrada em um dos 
braços fechados (LTBA), o número de entradas nos braços abertos (EBA) e 
fechados (EBF) e o tempo de permanência nos mesmos (TBA e TBF), o 
número de quadrados cruzados nos braços abertos (QCBA) e o número de 
empinar. O aparelho foi limpo com etanol 5% (P/V) após cada animal ser 
avaliado. 
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4.4 Teste no Labirinto em T Elevado (LTE) 
Os animais foram colocados por três vezes consecutivas na extremidade 
do braço fechado. A latência para sair com as quatro patas do braço fechado, 
em cada uma das sessões, foi registrada. Após essas três exposições 
(realizadas para análise da esquiva inibitória), os animais foram colocados, 
também por três vezes consecutivas, na extremidade de um dos braços 
abertos, verificando-se o tempo gasto para a fuga deste braço. O intervalo 
entre as sessões na avaliação de um mesmo animal foi de 30 segundos. Os 
animais tiveram um tempo máximo de 5 minutos em cada uma das sessões 
para sair do braço fechado ou do braço aberto. Entre as avaliações, o aparelho 
foi limpo com etanol 5% (P/V). 
ARENA (Campo Aberto quadrado) - Logo após o teste no LTE (30 
segundos depois), os animais foram expostos a arena por 5 minutos. O número 
de quadrados cruzados foi anotado com o intuito de verificar se o 
comportamento expresso no LTE foi decorrente de uma hiperatividade motora. 
O número de empinar também foi anotado.  
  
4.5 Tempo de Sono 
 Os subgrupos BE e AE foram desafiados com drogas sedativo-
hipnóticas que se ligam a sítios reguladores alostéricos do receptor GABAA. As 
drogas foram: diazepam, etanol, pentobarbital e zolpidem. 
 Os ratos (8-12 ratos/subgrupo) foram levados do biotério para outra sala 
e depois de pesados foram injetados com a respectiva droga. Foram anotados 
a latência (tempo decorrido entre a administração da droga e a perda do reflexo 
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postural) e o tempo de sono (período decorrido para a recuperação do reflexo 
postural). 
 A perda do reflexo postural foi considerada somente após o 
experimentador colocar o rato na posição de decúbito dorsal e este manter-se 
imóvel [Figura 13]. 
 
 
 
 
Figura 13: Teste do Tempo de Sono: animais sob efeito de droga sedativo-hipnótica. 
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4.6 Ensaio com Radioligantes 
4.6.1 Curva de competição entre o DMCM e o [3H]-Flunitrazepam em 
hipocampos de animais inexperientes 
 Ratos machos adultos (n=4), 4 meses de idade, inexperientes, foram 
decapitados, seus encéfalos rapidamente retirados e lavados com solução 
salina gelada 0,9%, e seus hipocampos imediatamente retirados, pesados e 
conservados em freezer a uma temperatura de -20oC. No dia da preparação do 
homogenato, o tecido hipocampal foi então descongelado e homogeneizado 
(5% P/V) em 0,32 M de sacarose gelada, pH 7,0, usando um bastão de Teflon. 
Para este processo de homogeneização, foram realizados dois “pools” 
(hipocampos agrupados de dois em dois). Em seguida, os homogenatos foram 
centrifugados por 10 minutos a 900 x g a 4 oC, e os sobrenadantes resultantes 
deste processo foram coletados, homogeneizados com o  homogeneizador 
Ultra-turrax® e centrifugados a 30.000 x g por 30 minutos a 4 oC. Os sedimentos 
foram ressuspendidos em tampão Tris 50 mM pH 7,4 e centrifugados a 30.000 
x g por 30 minutos a 4 oC. Os sobrenadantes foram descartados e os 
sedimentos novamente ressuspendidos em tampão Tris 50 mM pH 7,4 e 
armazenados em freezer a -20oC até o dia do ensaio com o [3H]-Flunitrazepam 
([3H]-FNT).  No dia do ensaio, os sedimentos armazenados foram diluídos 1:1 
em tampão de incubação Tris 50 mM pH 7,7 para que se obtivesse um teor de 
proteína adequado ao ensaio de ligação. 
 Para a curva de competição, alíquotas de 100µl de homogenato 
(contendo aproximadamente 100 µg de proteína) foram incubadas a uma 
temperatura entre 0-4oC durante 30 minutos a uma concentração fixa de [3H]-
FNT de 2,2 nM, e concentrações crescentes de DMCM, a um intervalo de 
MATERIAL E MÉTODOS 83 
 
 
 
concentração de 1 nM à 10 µM. Tampão Tris/HCl 50 mM pH 7.7 frio foi 
acrescentado aos tubos para alcançar um volume final de 150 µl. Para a curva 
de saturação, concentrações de [3H]-FNT de 0,1 nM à 10 nM foram incubadas 
sob as mesmas condições expostas acima, na presença (ligação não-
específica) ou na ausência (ligação total) de DMCM à uma concentração final 
de 10 µM. 
 Ao final da incubação, a reação foi interrompida pela adição de 5 mL de 
tampão Tris/HCl 50 mM frio, pH 7.0, seguida de rápida filtração a vácuo usando 
filtros Whatman GF/B para a separação entre o ligante livre e aquele acoplado 
ao receptor. Após o intervalo de 24 horas, foram adicionados 5 ml de líquido de 
cintilação (BCS, Amersham, USA) por frasco, e, em seguida, os frascos foram 
agitados durante 30 minutos. A radioatividade retida nos filtros foi contada pelo 
contador de cintilação Beckman LS 6500, e a proteína nos homogenatos foi 
quantificada por espectrofotometria, em um comprimento de onda de 750 nm, 
utilizando a albumina sérica bovina para a obtenção da curva padrão. 
 
4.6.2 Determinação da ligação do [3H]-Flunitrazepam em homogenatos de 
hipocampo 
 Os ratos selecionados foram sacrificados no período da tarde (entre 13 e 
17 h), por decapitação, e o hipocampo foi rapidamente retirado e pesado. Os 
hipocampos foram homogeneizados individualmente em sacarose (0,32 M; pH 
7,4) usando bastão (com ponta de Teflon® movido por motor elétrico) e tubo de 
vidro. Os homogenatos foram centrifugados a 900xg por 10 min a 4ºC. Os 
sobrenadantes foram centrifugados a 30.000xg por 30 min a 4ºC. Após o 
descarte dos sobrenadantes, os sedimentos foram resuspendidos em tampão 
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Tris/HCl (50 mM; pH 7,4). Após outra centrifugação, nas mesmas condições 
anteriores, os sedimentos foram armazenados (a -20ºC) até o momento do 
ensaio da ligação aos receptores. 
No dia do ensaio os sedimentos foram resuspendidos em tampão 
Tris/HCl de incubação  e a determinação da ligação do [3H]-FNT foi realizada 
de acordo com procedimento descrito  por Kafka et al. (1986).  
Cem µl de homogenato foram adicionados a um tubo de ensaio 
contendo 20 µl de [3H]-FNT e 30 µl de tampão de incubação (Tris/HCl 100 mM; 
pH 7,7), o que permitiu determinar a ligação total. Em outro tubo, 100 µl de 
homogenato foram adicionados a uma solução contendo 20 µl de [3H]-FNT, 10 
µl de tampão de incubação (Tris/HCl 100 mM; pH 7,7) e 20 µl de DMCM (7,5 
µM), o que permitiu determinar a ligação não específica. 
As amostras foram incubadas por 30 min a 0ºC. A incubação foi 
interrompida pela adição de tampão Tris/HCl (50 mM; pH 7,4) e pela rápida 
filtragem a vácuo usando filtros de fibra de vidro (Whatman GF/B). 
Após a filtragem, os filtros foram colocados individualmente em “vials” 
e deixados para secar por aproximadamente 24 horas. Após a secagem, cada 
“vial” recebeu 5 ml de líquido de cintilação e foi agitado por 20 minutos. Por fim, 
os “vials” foram colocados num contador de emissão de partículas beta por 
cintilação líquida (Beckman® LS-3150T). 
 A ligação específica foi obtida pela subtração da total menos a não 
específica. A curva de saturação foi obtida utilizando 8 concentrações do 
ligante (0,4 a 13,5 nM). 
Os dados foram analisados por regressão não-linear para um único 
sítio para a obtenção do Bmax (quantidade máxima de ligação, que estima o 
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número de receptores no tecido) e do Kd (equilíbrio de dissociação, que indica 
a afinidade do ligante pelo sítio: quanto maior o valor de Kd, menor a afinidade) 
[Sancar et al., 2007]. 
 
4.6.3 Determinação da ligação do [3H]-MK 801 em homogenatos de 
hipocampo 
A seleção dos ratos, a retirada e a homogenização do hipocampo 
foram realizadas segundo o método decrito para o ensaio de ligação do [3H]-
FNT. 
 No dia do ensaio o homogenato foi descongelado e a ligação do [3H]-
MK 801 foi realizado de acordo com adaptação do método descrito inicialmente 
por Rosa et al. (2004):  
Cem µl de homogenato foram adicionados a um tubo de ensaio 
contendo 50 µl de [3H]-MK 801 (4nM), 50 µl de solução contendo glutamato e 
glicina (50 µM) e 50 µl de água bidestilada, o que permitiu determinar a ligação 
total. Em outro tubo, 100 µl de homogenato foram adicionados a uma solução 
contendo 50 µl de [3H]-MK 801 (4nM), 50 µl de solução contendo glutamato e 
glicina (50 µM) e 50 µl de MK-801 (500 mM), o que permitiu determinar a 
ligação não específica. 
As amostras foram incubadas por 60 min a 37ºC. A incubação foi 
interrompida pela adição do tampão Tris/HCl (50 mM; pH 7,4) e pela rápida 
filtragem a vácuo usando filtros de fibra de vidro (Whatman GF/B). 
Após a filtragem, os filtros foram colocados individualmente em “vials” 
e deixados para secar por aproximadamente 24 horas. Após a secagem, cada 
“vial” recebeu 5 ml de líquido de cintilação e foi agitado por 20 minutos. Por fim, 
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os “vials” foram colocados num contador de emissão de partículas beta por 
cintilação líquida (Beckman® LS-3150T). 
O valor da ligação específica foi obtida pela subtração da total menos 
a não específica.  
 
4.6.4 Determinação da ligação da [3H]-Ouabaína em homogenatos de 
hipocampo 
Os hipocampos dos animais selecionados foram retirados e 
homogeneizados em tubo de vidro em solução gelada de sacarose 0,32 M (pH 
7,0 ajustado com solução de Tris 0,2 M) usando um bastão com ponta de 
Teflon® acoplado a um motor elétrico e um tubo de vidro. Os homogenatos 
foram centrifugados a 900xg por 10 min a 4ºC. Os sobrenadantes foram 
coletados e centrifugados a 30.000xg, por 30 min, a 4ºC. Os sedimentos foram 
resuspendidos em Tampão Tris/HCl (50 mM;  pH 7,1) contendo 150 mM NaCl, 
5 mM MgCl2 e 1 mM EDTA. Após nova centrifugação, nas mesmas condições 
anteriores, os sedimentos foram armazenados a -20ºC até o momento de 
serem utilizados no ensaio. 
No dia do ensaio, as amostras foram descongeladas à temperatura 
ambiente e foi adicionado tampão Tris/HCl gelado (100 mM), contendo 300 mM 
NaCl, 10 mM MgCl2 e 2 mM EDTA, pH 7,4. Após rápida resuspensão, os 
homogenatos foram mantidos frios em banho de gelo picado.  
 O ensaio da ligação da [3H]-Ouabaína foi realizado de acordo com o 
método descrito por Haugher et al. (1985): 125 µl de homogenato foram 
adicionados a um tubo de ensaio contendo 100 µl de [3H]-Ouabaína e 25 µl de 
ATP, o que permitiu determinar a ligação total. Em outro tubo, 125 µl de 
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homogenato foram adicionados a uma solução contendo 100 µl de [3H]-
Ouabaína e 25 µl de água bidestilada, o que permitiu determinar a ligação não 
específica.  As amostras foram incubadas por 60 min a 37ºC. A incubação foi 
interrompida pela adição de tampão Tris/HCl (50 mM; pH 7,4) e rápida filtragem 
a vácuo usando filtros de fibra de vidro (Whatman GF/B). 
 Após a filtragem, os filtros foram colocados individualmente em “vials” e 
deixados para secar por, aproximadamente, 24 horas. Após a secagem, cada 
“vial” recebeu 5 ml de líquido de cintilação (Biodegradable Counting Scintillant) 
e foi agitado por 20 minutos. Por fim, os “vials” foram colocados num contador 
de emissão de partículas beta por cintilação líquida (Beckman® LS-3150T). 
A ligação específica foi obtida pela subtração da ligação total menos a 
ligação não específica. A curva de saturação da ligação da [3H]-Ouabaína foi 
obtida por meio de 8 concentrações do ligante (10-300 nM).     
Além da curva de saturação (que permitiu verificar afinidade e 
densidade de sítios de alta afinidade), outro experimento foi realizado com o 
intuito de verificar possíveis diferenças na densidade e/ou afinidade entre os 
subgrupos para as isoformas de baixa afinidade para a ouabaína 
(concentração do ligante: 1200 nM) 
A determinação da afinidade deste sitio alostérico é importante em 
vista da existência de substâncias endógenas que inibem ou estimulam a 
Na+/K+-ATPase por meio da ligação no sítio da ouabaína [Arnaiz, 2000]. 
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4.7 Determinação da atividade da Na+/K+-ATPase no hipocampo de 
animais idosos 
Os ratos idosos (15 meses de idade) foram selecionados e 
permaneceram em suas gaiolas-casa no biotério por 15 dias. Após este 
período, foram sacrificados mediante a decapitação. Os encéfalos foram 
retirados e o hipocampo foi dissecado, pesado e congelado. Posteriormente, 
foram preparados homogenatos a 10% (P/V) em sacarose (0,32 M; pH 7,4) 
usando bastão de teflon e tubo de vidro. 
Os homogenatos foram centrifugados a 900xg, durante 10 min, a 4ºC. O 
sobrenadante foi coletado e o sedimento descartado. O sobrenadante foi 
centrifugado por 20 min, 4ºC, 11500xg. O sedimento foi resuspendido em 
sacarose e centrifugado novamente nas mesmas condições anteriores. 
Finalmente, o sobrenadante foi descartado e o sedimento resuspendido em 
tampão Tris/HCl (50 mM; pH 7,5) contendo EDTA (1 mM). 
A atividade da Na+/K+-ATPase no transporte dos íons Na+ para fora e os 
íons K+  para dentro da célula envolve a fosforilação  da enzima pelo ATP, 
estimulada pelo íon Na+, e a defosforilação, estimulada pelo íon K+ . A reação 
de fosfatase (defosforilação) estimulada pelo K+ (K+-p-nitro-fenilfosfatase) foi 
utilizada como medida da atividade da Na+/K+-ATPase [Alves et al., 2005]. 
 A atividade da K+-p-nitro-fenilfosfatase (K+-pNPPase) foi medida 
fotometricamente nos homogenatos incubados a 37ºC em presença de MgCl2  
(5 mM) e KCl (10 mM), utilizando o Tris-p-nitrofenilfosfato como substrato na 
concentração final de 10 mM. O p-nitrofenol formado foi quantificado 
fotometricamente a 410 nm. A quantidade de p-nitrofenol formado nos 
homogenatos foi obtida através de uma curva-padrão de p-nitrofenol variando 
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de 10-100 nmoles. A atividade específica da enzima foi expressa em nmol de 
p-nitrofenol formado/ mg proteína / min. As proteínas foram quantificadas no 
homogenato pelo método de Lowry et al. (1951). 
 
4.8 Coleta de sangue para estudo hormonal 
O sangue foi recolhido em tubos de vidro específicos para a dosagem 
hormonal a ser realizada. Tubos de vidro sem anticoagulante (para a obtenção 
do soro) foram utilizados para a determinação hormonal da testosterona e da 
progesterona. Para a dosagem de corticosterona e hormônio 
adrenocorticotrópico (ACTH), 1 mL de sangue foi coletado em tubo de 5 ml 
contendo solução de EDTA (para a obtenção do plasma). Após coleta, os tubos 
foram centrifugados a 3500xg por 10 minutos, sendo o soro à temperatura 
ambiente e o plasma a 4°C. O sobrenadante foi pipet ado e armazenado em 
tubos menores, a -20°C, até a realização do ensaio.  
 
4.8.1 Análise Hormonal 
 A concentração de testosterona foi obtida por meio de ensaio de 
quimioluminescência (Immulite Automated Analyses, do fabricante Diagnostics 
Products Corporation – DPC, Los Angeles, CA, EUA) ou quimioluminescência 
imunométrica (Advia Centaur, Bayer Corporation, Tarrytown, NY, EUA). O 
ACTH também foi avaliado pelo método de quimioluminescência imunométrica 
usando um anticorpo murino específico (Immulite Automated Analyses, do 
fabricante Diagnostics Products Corporation – DPC, Los Angeles, CA, EUA). 
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Em relação à concentração de progesterona, utilizou-se o método de 
quimioimunoflurescência (Tosoh Corporation, Tóquio, Japão) ou o ensaio 
imunocompetitivo (Advia Centaur, Bayer Corporation, Tarrytown, NY, EUA). 
As concentrações de corticosterona foram determinadas por 
radioimunoensaio com anticorpo específico para ratos e camundongos 
utilizando um Kit comercial (ICN Biomedicals, Costa Mesa, CA, USA). 
 As glândulas adrenais foram rapidamente retiradas e dissecadas. Sobre 
um parafilm®, foi feita a pesagem em balança analítica. O peso relativo foi 
determinado dividindo-se o valor obtido na pesagem das adrenais pelo peso 
total do animal no dia do sacrifício.  
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De forma esquemática, este foi o desenho experimental: 
 
 
 
 
 
 
                                              
                                                   
                                                  Após ± 15 dias 
 
 
ou 
 
ou 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ratos machos Wistar 
MATERIAL E MÉTODOS 92 
 
 
 
5. Análise Estatística 
Os dados das seleções no Campo Aberto em diferentes anos foram 
analisados pela ANOVA de uma via, sendo o fator o ano que a seleção foi 
realizada (2003-2008). Quando necessário, foi realizado o teste a posteriori de 
Duncan para detectar a diferença entre os anos.  
Os dados das seleções no Campo Aberto de animais com diferentes 
idades também foram analisados pela ANOVA de uma via, com idade (1 mês a 
22 meses) como fator. Quando necessário, foi realizado o teste a posteriori de 
Duncan para detectar a diferença entre as idades.  
As exposições ao Campo Aberto foram analisadas pela ANOVA para 
amostras repetidas, com subgrupos (BE e AE) e exposições (sessões teste e 
re-teste) como fatores. Quando necessário, foi realizado o teste a posteriori de 
Duncan para detectar a diferença entre os subgrupos e/ou exposições. 
Os dados das exposições ao LCE em ratos adultos foram analisados pela 
ANOVA para amostras repetidas, com subgrupos (BE e AE) e exposições 
(primeira, segunda e terceira exposições) como fatores. Quando necessário, foi 
realizado o teste a posteriori de Duncan para detectar a diferença entre os 
subgrupos e/ou exposições. 
Os dados do tempo de sono, do LTE, da Natação Forçada, do LCE com 
animais idosos, da análise hormonal de animais em diferentes idades, da 
atividade da K+-p-nitro-fenilfosfatase foram analisados utilizando o teste t de 
Student, não pareado.  
As curvas de saturação foram analisadas pelo Prizma (San Diego, USA), 
para a determinação das Bmax e dos Kd.       
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As comparações entre os subgrupos BE e AE foram analisados pelo teste 
t de Student.  
O nível de significância para todas as comparações foi previamente 
estabelecido em p≤0,05. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
RESULTADOS
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ESTUDOS COMPORTAMENTAIS 
  
1. Campo Aberto 
1.1 Seleções no Campo Aberto em diferentes anos 
Ratos adultos, nascidos em diferentes meses e em diferentes anos foram 
selecionados no Campo Aberto, com o intuito de verificar o padrão 
comportamental dos ratos, principalmente o comportamento de empinar. Essas 
seleções foram realizadas durante 6 anos.  
 A ANOVA de uma via mostrou que não houve efeito do ano em que 
ocorreu a seleção sobre empinar total [F(5,1954)=2,2; p=0,06] e nem sobre 
empinar central [F(5,1954)=2,0; p=0,07]. 
 A ANOVA de uma via mostrou que houve efeito do ano sobre o tempo 
no centro do Campo Aberto [F(5,1954)=9,4; p≤0,001]. O teste a posteriori de 
Duncan mostrou que os animais selecionados no ano de 2005 permaneceram 
mais tempo na porção central do aparato quando comparado com anos 2003, 
2004, 2006 (p≤0,001) e 2008 (p≤0,05). O teste a posteriori de Duncan mostrou 
que os animais selecionados no ano de 2007 permaneceram mais tempo na 
porção central do aparato quando comparado com os demais anos (p≤0,001), 
exceto quando comparado com o ano de 2005 (p=0,75). O teste a posteriori de 
Duncan também mostrou que os animais selecionados no ano de 2008 
permaneceram mais tempo na porção central do aparato quando comparado 
com os anos 2003, 2004, 2005 e 2007 (p≤0,05).  
 A ANOVA mostrou que houve efeito do ano sobre ambulação 
[F(5,1954=18,4; p≤0,001]. O teste a posteriori de Duncan mostrou que os 
animais selecionados no ano de 2004 ambularam menos quando comparados 
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com os animais selecionados em 2005, 2006 (p≤0,01) e 2007 (p≤0,001). O 
teste a posteriori de Duncan mostrou que os animais selecionados no ano de 
2007 apresentaram menor número de quadrados cruzados quando comparado 
com os animais selecionados nos demais anos (p≤0,001). O teste a posteriori 
de Duncan mostrou que os animais selecionados no ano de 2008 
apresentaram menor número de quadrados cruzados quando comparados aos 
animais dos anos 2003 (p≤0,01), 2005, 2006 e 2007 (p≤0,001).   
 O teste t de Student realizado com animais selecionados no ano de 2003 
mostrou que o subgrupo BE apresentou menor número de empinar total 
(t(1,465)=-42,1; p≤0,001), menor número de empinar central (t(1,465)=-9,4; 
p≤0,001), ambularam menos (t(1,465)=-3,9; p≤0,001) e permaneceram mais 
tempo na porção central do aparato (t(1,465)=4,8; p≤0,001) quando comparado 
com o subgrupo AE.  
 O teste t de Student realizado com animais selecionados no ano de 2004 
mostrou que o subgrupo BE apresentou menor número de empinar total 
(t(1,202)=-32,5; p≤0,001), menor número de empinar central (t(1,202)=-4,9; 
p≤0,001), ambularam menos (t(1,202)=-5,0; p≤0,001) e permaneceram mais 
tempo na porção central do aparato (t(1,202)=4,8; p≤0,01) quando comparado 
com o subgrupo AE.  
 O teste t de Student realizado com animais selecionados no ano de 2005 
mostrou que o subgrupo BE apresentou menor número de empinar total 
(t(1,110)=-24,1; p≤0,001), menor número de empinar central (t(1,110)=-3,6; 
p≤0,001) e ambularam menos (t(1,110)=-3,0; p≤0,01) quando comparado com o 
subgrupo AE. Quanto ao tempo na porção central do aparato, os subgrupos 
não diferiam entre si (t(1,110)=0,6; p=0,53). 
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  O teste t de Student realizado com animais selecionados no ano de 2006 
mostrou que o subgrupo BE apresentou menor número de empinar total 
(t(1,156)=-28,8; p≤0,001), menor número de empinar central (t(1,156)=-4,6; 
p≤0,001), ambularam menos (t(1,156)=-4,9; p≤0,001) e permaneceram mais 
tempo na porção central do aparato (t(1,156)=2,9; p≤0,01) quando comparado 
com o subgrupo AE.  
 O teste t de Student realizado com animais selecionados no ano de 2007 
mostrou que o subgrupo BE apresentou menor número de empinar total 
(t(1,139)=-26,1; p≤0,001), menor número de empinar central (t(1,139)=-5,2; 
p≤0,001), ambularam menos (t(1,139)=-4,7; p≤0,001) e permaneceram mais 
tempo na porção central do aparato (t(1,139)=2,8; p≤0,01) quando comparado 
com o subgrupo AE.  
 O teste t de Student realizado com animais selecionados no ano de 2008 
mostrou que o subgrupo BE apresentou menor número de empinar total 
(t(1,189)=-31,0; p≤0,001), menor número de empinar central (t(1,189)=-7,8; 
p≤0,001) e ambularam menos (t(1,189)=-4,7; p≤0,001) quando comparado com o 
subgrupo AE. Quanto ao tempo na porção central do aparato, os subgrupos 
não diferiam entre si (t(1,189)=1,8; p=0,07). 
 Esses resultados podem ser vistos na Tabela 1. 
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Tabela 1- Comportamento de ratos de baixo (BE) e alto (AE) empinar, com 3-4 
meses de idade, no teste no Campo Aberto em diferentes anos 
Subgrupos Empinar 
Total 
Empinar 
Central 
Ambulação Tempo 
Central 
(seg) 
BE (230) 
 
AE (237) 
14,4±0,3 
 
34,7±0,3 
p≤0,001 
0,3±0,1 
 
2,6±0,1 
p≤0,001 
62,3±1,3 
 
69,6±1,3 
p≤0,001 
8,1±0,4 
 
5,7±0,4 
p≤0,001 
Ano 
 
 
 
2003 
totala (683) 24,4±0,4 1,3±0,1 66,2±0,7 6,7±0,2 
BE (104) 
 
AE (100) 
14,3±0,4 
 
34,9±0,4 
p≤0,001 
0,4±0,2 
 
2,0±0,2 
p≤0,001 
55,9±1,9 
 
69,5±2,0 
p≤0,001 
7,9±0,6 
 
5,6±0,6 
p≤0,01 
 
 
2004 
total (325) 24,1±0,5 1,2±0,1 
63,2±1,1 
°° 
°°° 
6,7±0,3 
BE (44) 
 
AE (68) 
13,9±0,6 
 
34,6±0,5 
p≤0,001 
0,7±0,3 
 
2,8±0,3 
p≤0,001 
61,8±3,0 
 
74,0±2,4 
p≤0,01 
11,1±0,9 
 
10,0 ±0,7 
p=0,53 
 
 
2005 
 
total (186) 25,3±0,6 1,7±0,2 68,3±1,5 9,7±0,6 •• 
••• 
BE (76) 
 
AE (82) 
14,2±0,5 
 
35,3±0,4 
p≤0,001 
0,5±0,3 
 
2,4±0,3 
p≤0,001 
57,9±2,3 
 
74,2±2,2 
p≤0,001 
8,7±0,7 
 
6,5±0,7 
p≤0,01 
 
 
2006 
 
 total (253) 24,5±0,6 1,2±0,1 68,2±1,3 7,3±0,3 
BE (74) 
 
AE (67) 
14,1±0,5 
 
34,3±0,5 
p≤0,001 
0,2±0,3 
 
2,7±0,3 
p≤0,001 
45,7±2,3 
 
60,9±2,4 
p≤0,001 
13,1±0,7 
 
8,4±0,7 
p≤0,01 
 
 
2007 
total (227) 23,5±0,6 1,1±0,2 53,5±1,3 
*** 
9,5±0,1 
 # # # 
2008 
BE (100) 
 
AE (91) 
13,1±0,4 
 
33,7±,5 
p≤0,001 
0,5±0,1 
 
3,2±0,3 
p≤0,001 
54,2±2,1 
 
68,9±2,2 
p≤0,001 
6,7±1,8 
 
10,3±0,4 
p=0,07 
 total (286) 22,8±0,5 1,6±0,1 61,6±1,3 ØØ 
ØØØ
 
8,1±0,7 
♦ 
Empinar total, empinar central, ambulação e tempo central de ratos (3-4 meses de idade) 
selecionados pelo comportamento de empinar no Campo Aberto em diferentes anos. Os 
resultados estão expressos em Média± EPM. 
 
ANOVA seguida do teste a posteriori de Duncan. 
••p≤0,01 quando comparado a 2008; •••p≤0,001 quando comparado a 2003, 2004 e 2006. 
###
 p≤0,001 quando comparado aosdemais anos, exceto 2005. 
♦p≤0,05 quando comparado a 2003, 2004, 2005 e 2007. 
°° p ≤0,01 quando comparado a 2005 e 2006; °°°p ≤0,001 quando comparado a 2007. 
*** p≤0,001 quando comparado aos demais anos. 
ØØp≤0,01 quando comparado a 2003; ØØØp≤0,001 quando comparado a 2005, 2006 e 2007. 
a. total inclui ratos descartados; (n) número de ratos; p= nível de significância entre BE e AE. 
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1.2  Seleções no Campo Aberto de animais com diferentes idades 
Este experimento teve por objetivo observar o comportamento 
(principalmente o comportamento de empinar) de ratos com diferentes idades 
no Campo Aberto, com o intuito de verificar a influência da idade nos 
comportamentos observados.  
 A ANOVA de uma via mostrou que houve efeito da idade [F(7,2200)=7,6; 
p≤0,01] sobre empinar total. O teste a posteriori de Duncan mostrou que os 
animais com 1 mês de idade apresentaram menor número desse 
comportamento quando comparados com os animais com as demais idades 
(p≤0,01); os animais com 6 meses de idade apresentaram maior número desse 
comportamento quando comparado com os animais de 15 meses de idade 
(p≤0,05).  
 A ANOVA de uma via mostrou que houve efeito da idade sobre empinar 
central [F(7,2200)=3,5; p≤0,01]. O teste a posteriori de Duncan mostrou que os 
animais com 1 mês de idade apresentaram menor número desse 
comportamento quando comparados com animais com as demais idades 
(p≤0,01).  
 A ANOVA de uma via mostrou que não houve efeito da idade sobre o 
tempo no centro do Campo Aberto [F(7,2200)=1,0; p=0,43]. 
 A ANOVA mostrou que houve efeito da idade sobre ambulação 
[F(7,2200=16,60; p≤0,01]: o teste a posteriori de Duncan mostrou que os 
animais com 6 meses apresentaram uma redução estatisticamente significativa 
desse comportamento quando comparados aos animais com 1, 5, 12, 22 
(p≤0,01) e 15 meses (p≤0,05); os animais com 12 meses de idade 
apresentaram uma redução estatisticamente significativa desse comportamento 
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quando comparados aos animais com 1, 3, 4, 5 e 15 meses (p≤0,01); os 
animais com 22 meses apresentaram uma redução estatisticamente 
significativa desse comportamento quando comparados aos animais com 1, 3, 
4, 5  e 15 meses (p≤0,01).  
 O teste t de Student realizado com animais com 1 mês de idade mostrou 
que o subgrupo BE apresentou menor número de empinar total quando 
comparado com o subgrupo AE (t(1,29)=-15,7; p≤0,001).  O subgrupo BE com 1 
mês de idade apresentou menor ambulação (t(1,29)=-2,5; p≤0,01) e menos 
tempo na porção central do aparato (t(1,29)=2,2; p≤0,05) quando comparado 
com o subgrupo AE. Porém, os subgrupos BE e AE não diferem entre si no 
número de empinar central (t(1,29)=-0,9; p=0,37).   
 O teste t de Student realizado entre animais com 3 meses de idade 
mostrou que o subgrupo BE ambula menos (t(1,755)=-7,9; p≤0,001), faz menos 
empinar total (t(1,755)=-57,6; p≤0,001) e empinar central (t(1,755)=4,3; p≤0,001) e 
permanece mais tempo na porção central do Campo Aberto (t(1,755)=-7,9; 
p≤0,001) quando comparado com o subgrupo AE. 
 O teste t de Student realizado entre animais com 4 meses de idade 
mostrou que o subgrupo BE ambula menos (t(1,506)=-7,2; p≤0,001), faz menos 
empinar total (t(1,506)=-49,9; p≤0,001) e empinar central (t(1,506)=-10,9; p≤0,001) e 
permanece mais tempo na porção central do Campo Aberto (t(1,506)=4,5; 
p≤0,001) quando comparado com o subgrupo AE. 
 O teste t de Student realizado entre animais com 5 meses de idade 
mostrou que o subgrupo BE ambula menos (t(1,46)=-4,5; p≤0,001), faz menos 
empinar total (t(1,46)=-21,0; p≤0,001) e permanece mais tempo na porção central 
do Campo Aberto (t(1,46)=2,2; p≤0,05) quando comparado com o subgrupo AE; 
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porém, os subgrpos não diferem entre si quanto ao número de empinar central 
((1,46)=-1,7; p=0,1). 
 O teste t de Student realizado entre animais com 6 meses de idade 
mostrou que o subgrupo BE ambula menos (t(1,25)=-3,5; p≤0,01), faz menos 
empinar total (t(1,25)=-10,9; p≤0,001) e empinar central (t(1,25)=-3,1; p≤0,01) 
quando comparado com o subgrupo AE, mas os subgrupos não diferem entre 
si no tempo de permanência na porção central do Campo Aberto (t(1,25)=1,6; 
p=0,12). 
 O teste t de Student realizado entre animais com 12 meses de idade 
mostrou que o subgrupo BE ambula menos (t(1,32)=2,1; p≤0,05), faz menos 
empinar total (t(1,32)=2,9; p≤0,01) e empinar central (t(1,32)=15,5; p≤0,001) 
quando comparado com o subgrupo AE, mas os subgrupos não diferem entre 
si no tempo de permanência na porção central do Campo Aberto (t(1,32)=-1,3; 
p=0,21). 
 O teste t de Student realizado entre animais com 15 meses de idade 
mostrou que o subgrupo BE ambula menos (t(1,32)=2,7; p≤0,01), faz menos 
empinar total (t(1,32)=10,9; p≤0,001) e empinar central (t(1,32)=-3,3; p≤0,01) 
quando comparado com o subgrupo AE, mas os subgrupos não diferem entre 
si no tempo de permanência na porção central do Campo Aberto (t(1,32)=-0,3; 
p=0,76). 
 O teste t de Student realizado entre animais com 22 meses de idade 
mostrou que o subgrupo BE faz menos empinar total (t(1,16)=-12,1; p≤0,001) e 
empinar central (t(1,16)=-3,7; p≤0,01) quando comparado com o subgrupo AE, 
mas os subgrupos não diferem entre si na ambulação (t(1,16)=-1,1; p=0,29) e no 
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tempo de permanência na porção central do Campo Aberto (t(1,16)=0,9; p=0,37). 
Os dados podem ser vistos na Tabela 2. 
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Tabela 2- Comportamento de ratos de baixo (BE) e alto (AE) empinar no 
Campo Aberto, com diferentes idades 
Subgrupos Empinar 
Total 
Empinar 
Central 
Ambulação Tempo 
Central 
(seg) 
BE (14) 
 
AE (17) 
7,6±0,7 
 
24,0±0,8 
p≤0,001 
0,0 
 
0,1±0,1 
p=0,37 
52,8±4,4 
 
68,9±4,6 
p≤0,01 
9,3±1,1 
 
5,9±1,0 
p≤0,05 
Idade 
 
 
1 mês 
totalb (60) 16,1±0,8 
** 
0,0±0,0 
++ 
61,1±2,4 7,4±0,6 
BE (367) 
 
AE (390) 
14,4±0,2 
 
34,8±0,3 
p≤0,001 
0,4±0,0 
 
2,3±0,2 
p≤0,001 
58,5±1,2 
 
70,5±1,0 
p≤0,001 
8,9±0,4 
 
6,8±0,3 
p≤0,001 
 
 
3 meses 
total (1185) 24,4±0,3 1,2±0,1 64,5±0,6 7,6±0,2 
BE (135) 
 
AE (142) 
14,0±0,3 
 
34,5±0,4 
p≤0,001 
0,3±0,0 
 
3,0±0,3 
p≤0,001 
56,9±1,5 
 
70,0±1,3 
p≤0,001 
9,5±0,6 
 
6,7±0,3 
p≤0,001 
 
 
4 meses 
total (780) 24,4±0,4 1,5±0,1 65,0±1,0 7,5±0,3 
BE (26) 
 
AE (22) 
14,3±0,5 
 
33,3±0,7 
p≤0,001 
0,8±0,4 
 
1,9±0,5 
p=0,1 
49,2±2,8 
 
67,9±3,0 
p≤0,001 
8,5±1,0 
 
5,4±0,9 
p≤0,05 
 
 
5 meses 
total (78) 23,2±0,9 1,5±0,2 60,3±2,1 6,7±0,5 
BE (13) 
 
AE (14) 
13,9±1,0 
 
37,6±1,8 
p≤0,001 
0,6±0,3 
 
3,4±0,8 
p≤0,01 
40,6±4,2 
 
63,3±4,9 
p≤0,01 
11,7±1,4 
 
8,0±1,7 
p=0,12 
 
 
6 meses 
total (39) 25,4±1,8 
* 
1,6±0,4 54,1±3,2 
♦ 
♦♦ 
9,3±0,9 
BE (21) 
 
AE (13) 
15,6±0,6 
 
34,8±1,3 
p≤0,01 
0,5±0,2 
 
3,1±1,1 
p≤0,001 
34,7±2,2 
 
45,5±5,3 
p≤0,05 
9,4±1,4 
 
6,8±1,0 
p=0,21 
 
 
12 meses 
total (55) 23,4±1,1 1,4±0,3 41,2±2,0 
•• 
8,2±0,7 
BE (20) 
 
AE (14) 
13,0±0,6 
 
33,3±2,0 
p≤0,001 
0,3±0,1 
 
3,3±2,0 
p≤0,01 
53,7±3,7 
 
70,9±4,9 
p≤0,01 
6,9±0,8 
 
7,3±1,3 
p=0,76 
 
 
15 meses 
total (62) 21,2±1,1 1,3±0,3 62,4±2,7 6,7±0,5 
BE (13) 
 
AE (5) 
15,5±0,6 
 
33,8±1,9 
p≤0,001 
0,3±0,1 
 
2,8±0,7 
p≤0,01 
35,1±3,4 
 
41,6±3,0 
p=0,29 
8,3±1,4 
 
6,2±1,3 
p=0,37 
 
 
22 meses 
total (32) 22,2±1,2 0,7±0,2 40,4±2,3 
## 
7,7±0,8 
Empinar total, empinar central, ambulação e tempo central de ratos, com diferentes idades, 
selecionados pelo comportamento de empinar no Campo Aberto. Os resultados estão 
expressos em Média± EPM. 
 
 
 
 
Legenda na próxima página. 
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ANOVA seguida do teste a posteriori de Duncan. 
**p≤0,01 quando comparado com as demais idades; *p≤0,05 quando comparado com 15 
meses. 
++p≤0,01 quando comparado com as demais idades. 
♦p≤0,05 quando comparado com 15 meses; ♦♦p≤0,01 quando comparado com 1, 5, 12 e 22 
meses. 
•• p≤0,01 quando comparado com 1, 3, 4, 5 e 15 meses. 
##
 p≤0,01 quando comparado com 1, 3, 4, 5 e 15 meses. 
 
 
b. total inclui ratos descartados; 
 (n) número de ratos; 
p= nível de significância entre BE e AE. 
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1.3  Exposições ao Campo Aberto 
Animais adultos (3 meses de idade) foram selecionados no Campo Aberto 
e re-expostos ao mesmo 15 dias depois, com o intuito de verificar se o 
comportamento de empinar, e os demais comportamentos, alteram com a re-
exposição.  
 A ANOVA para amostras repetidas mostrou que houve efeito do 
subgrupo [F(1,15)=50,8; p≤0,01] e das exposições [F(2,30)=10,3; p≤0,01] sem, 
contudo, ocorrer interação desses fatores [F(1,15)=0,0; p=0,98] sobre o 
comportamento de empinar total. O teste a posteriori de Duncan mostrou que o 
subgrupo BE (14,7±1,6; 9,0±3,7, Média± EPM, n=7; 1ª e 2ª exposições, 
respectivamente) apresentou número de empinar menor quando comparado ao 
subgrupo AE (33,6±1,3; 27,8±3,0, Média± EPM, n=10; 1ª e 2ª exposições, 
respectivamente) (p≤0,001), e a incidência desse comportamento diminuiu com 
a re-exposição (p≤0,05). 
 A ANOVA para amostras repetidas mostrou que não houve efeito do 
subgrupo [F(1,15)=1,1; p=0,30], das exposições [F(2,30)=0,30; p=0,61] e nem 
ocorreu interação desses fatores [F(1,15)=0,10; p=0,75] sobre o 
comportamento de empinar central.  
  A ANOVA para amostras repetidas mostrou que houve efeito do 
subgrupo [F(1,15)=74,5; p≤0,01] e das exposições [F(2,30)=8,4; p≤0,01] sem, 
contudo, ocorrer interação desses fatores [F(1,15)=0,30; p=0,58] sobre o tempo 
central. O teste a posteriori de Duncan mostrou que o subgrupo BE apresentou 
tempo no centro do campo aberto menor quando comparado ao subgrupo AE 
(p≤0,01), e a permanência no centro do aparato diminuiu com a re-exposição 
para o subgrupo BE (p≤0,01). 
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 A ANOVA para amostras repetidas mostrou que houve efeito do 
subgrupo [F(1,15)=5,8; p≤0,05] sobre a ambulação, mas não houve efeito das 
exposições [F(2,30)=1,8; p=0,20] e nem interação desses fatores [F(1,15)=0,2; 
p=0,65]. O teste a posteriori de Duncan mostrou que o subgrupo BE 
apresentou ambulação menor na sessão teste quando comparado ao subgrupo 
AE na sessão teste (p≤0,05). 
 Os resultados podem ser vistos na Tabela 3 e na Figura 14. 
   
 
 
 
 
 
Tabela 3- Comportamento de ratos de baixo (BE) e alto (AE) empinar no 
Campo Aberto (sessões teste e re-teste) 
  
             Baixo Empinar 
  
                 Alto Empinar 
 
Teste Re-teste Teste Re-teste 
 
Empinar 
Central 
 
 
 
0,4±1,1 
 
0,0±0,9 
 
1,2±0,9 
 
 
1,1±0,7 
Ambulação 51,6±8,0 46,7±11,1 75,1±6,7 65,2±3,9 
 
        *   
 
    
Tempo 
Central 
 
 
9,0±0,9 4,3±0,7 
## 
5,7±0,7 
** 
4,0±0,6 
Empinar central, ambulação e tempo central de ratos selecionados pelo comportamento de 
empinar no Campo Aberto (BE: n=7; AE: n=10). Sessões teste e re-teste. Os resultados estão 
expressos em Média± EPM. 
 
ANOVA para amostras repetidas. 
*p≤0,05 ; **p≤0,01 quando comparado ao subgrupo BE na sessão teste. 
##p≤0,01 quando comparado ao teste do mesmo subgrupo. 
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    Figura 14: Número de empinar no Campo Aberto de animais adultos (3 meses de idade).   
    Os resultados estão expressos em Média± EPM.  
 
    ANOVA para amostras repetidas. 
     #p≤0,05 quando a comparação foi entre teste e re-teste do mesmo subgrupo. 
   ***p≤0,001 quando a comparação foi entre os subgrupos na mesma exposição. 
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2. Natação Forçada 
O experimento da Natação Forçada foi realizado para verificar se os 
subgrupos BE e AE, com 3 meses de idade, diferem na “depressão” ou 
habituação medidas por esse teste. 
O teste t de Student mostrou que não houve diferença significativa no 
tempo de imobilidade (t(df=22)=-0,73, p=0,47), “luta” (t(df=22)=1,57, p=0,13), esticar 
(t(df=22)=-1,60, p=0,12), mergulhar (t(df=22)= -0,88, p=0,39), chacoalhar (t(df=22)=-
1,66, p=0,11) e no número de bolos fecais (t(df=22)=0,48, p=0,64) entre os 
subgrupos (Tabela 4). 
 
 
Tabela 4- Comportamento no teste da Natação Forçada de ratos de baixo (BE) 
e alto (AE) empinar selecionados no teste no Campo Aberto 
 
Baixo 
Empinar 
 Alto 
Empinar 
Imobilidade 
(seg.) 
 
109,3±18,3  92,6±13,7 
 
“Luta” 
(seg.) 
 
26,5±8,1 
 
 45,6±9,1 
 
Mergulho 
(seg.) 
 
0,4±0,3  0,0±0,0 
Esticar 
(seg.) 
 
12,4±3,6 
 
 8,8±1,1 
Chacoalhar 
(seg.) 
 
11,6±2,5 
 
 6,6±1,7 
 
Defecação 
(nº) 
2,2±0,5 
 
 2,5±0,5 
 
Imobilidade (seg.), “luta” (seg.), mergulho (nº), esticar (seg.), chacoalhar (nº) e bolos fecais (nº) 
de ratos selecionados pelo comportamento de empinar no Campo Aberto (BE: n=12; AE: 
n=12). Os resultados estão expressos em Média± EPM. 
 
teste t de Student para amostras independentes, bicaudal. 
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3. Labirinto em Cruz Elevado 
O Labirinto em Cruz Elevado é utilizado como instrumento para medir a 
“ansiedade” de ratos. Os animais selecionados pelo comportamento de 
empinar foram submetidos ao LCE para ser verificado se os subgrupos diferem 
nas medidas de “ansiedade”. A re-exposição tem por objetivo verificar 
processos mnemônicos envolvidos nessa re-exposição: se o rato recordar que 
já esteve no aparato, ocorrerá diminuição da exploração dos braços abertos e 
maior latência para entrar nesses braços. Por isso, as re-exposições realizadas 
tiveram por objetivo verificar os processos mnemônicos e se os subgrupos BE 
e AE mantêm a diferença entre si quanto ao comportamento de empinar. 
 
Experimento 1: Animais adultos (3 meses de idade) selecionados no 
Campo Aberto foram expostos 3 vezes ao LCE (13, 14 e 47 dias após seleção). 
A Tabela 5 mostra os resultados nas 3 exposições ao LCE.  
A ANOVA para medidas repetidas mostrou que não houve efeito do 
subgrupo [F(1,19)=0,0; p=0,95], das exposições [F(2,38)=3,1; p=0,06] e nem 
interação entre esses fatores [F(2,38)=0,32; p=0,72] na latência para entrada 
nos braços abertos (Lat. EBA). 
A ANOVA para medidas repetidas mostrou que houve efeito do subgrupo 
[F(1,19)=5,2; p≤0,05], das exposições [F(2,38)=9,6; p≤0,001] e interação entre 
esses fatores [F(2,38)=4,5; p≤0,05] na quantidade de quadrados cruzados 
(QCBA). O teste a posteriori de Duncan mostrou que o subgrupo BE cruzou 
menos quadrados no braço aberto quando comparado com subgrupo AE 
(p≤0,001) e que esse comportamento diminuiu com as re-exposições em 
ambos os subgrupos (p≤0,001).  
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A ANOVA para medidas repetidas mostrou que houve efeito do subgrupo 
[F(1,19)=4,5; p≤0,05] e das exposições [F(2,38)=9,4; p≤0,001], sem, contudo, 
haver interação entre esses fatores [F(2,38)=1,3; p=0,27] no número de 
permanência nos braços abertos (EBA). O teste a posteriori de Duncan 
mostrou que houve efeito da exposição para o subgrupo AE: as EBA diminuem 
tanto na segunda quanto na terceira exposições (p≤0,001).  
A ANOVA para medidas repetidas mostrou que não houve efeito do 
subgrupo [F(1,19)=2,1; p=0,16] e nem interação dos fatores [F(2,38)=1,4; 
p=0,25] no tempo de permanência nos braços abertos (TBA), mas houve efeito 
das exposições [F(2,38)=9,4; p≤0,001]. O teste a posteriori de Duncan mostrou 
que o TBA do subgrupo AE diminuiu tanto na segunda exposição (p≤0,01) 
quanto na terceira exposição (p≤0,001).   
Não houve efeito do subgrupo [F(1,19)=2,5; p=0,13], das exposições 
[F(2,38)=1,1; p=0,34] e nem interação dos fatores [F(2,38)=2,0; p=0,15] na 
quantidade de entradas nos braços fechados (EBF). 
Quanto a defecação, a ANOVA para medidas repetidas mostrou que não 
houve efeito do subgrupo [F(1,19)=0,5; p=0,46], das exposições [F(2,44)=0,3; 
p=0,77] e nem interação dos fatores [F(2,44)=0,1; p=0,92]. 
A ANOVA para amostras repetidas mostrou que houve efeito do subgrupo 
[F(1,19)=29,9; p≤0,001] e das exposições [F(2,38)=3,95; p≤0,05], sem, 
contudo, ocorrer interação entre esses fatores [F(2,38)=2,15; p=0,13] sobre o 
comportamento de empinar (BE: 6,7±0,8; 7,3±1,7, 6,0±1,8, Média± EPM, n=9; 
AE: 22,7±2,8; 21,3±2,1, 16,7±2,3, n=12; 1ª, 2ª e 3ª exposições, 
respectivamente). O teste a posteriori de Duncan mostrou que o subgrupo BE 
apresentou número de empinar menor quando comparado ao subgrupo AE 
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(p≤0,001) e a incidência desse comportamento diminuiu com as exposições: a 
1ª e a 2ª exposições diferem da 3ª exposição do subgrupo AE (p≤0,01 e 
p≤0,05, respectivamente). Esses resultados podem ser vistos na Tabela 5 e na 
Figura 15. 
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Tabela 5- Comportamento de ratos de baixo (BE) e alto (AE) empinar (3 meses 
de idade) selecionados no Campo Aberto e expostos 3 vezes ao Labirinto em 
Cruz Elevado 
  
             Baixo Empinar 
  
                 Alto Empinar 
Exposições   1ª    2ª    3ª       1ª    2ª    3ª  
T. Latência 
(seg.) 
 
27,9±8,9 29,9±22,2 72,1±34,8 
 
11,5±7,7 47,2±19,2 
 
73,6±30,1 
 
QCBA 
 (nº) 
 
7,9±4,8 8,1±3,6 
 
4,0±1,6 
••• 
26,4±4,1 
### 
 
12,6±3,1 
◦◦◦ 
5,2±1,4 
◦◦◦ 
TBA  
(seg.) 
 
29,9±6,8 23,0±8,5 10,1±5,0 54,9±9,5 
 
28,0±7,4 
** 
 
14,7±4,3 
*** 
 
 
EBF 
 (n°) 
5,9±1,1 5,7±1,3 6,8±1,6 8,7±1,0 10,2±1,1 8,5±1,3 
 
 
EBA 
 (n°) 
3,0±1,0 2,2±0,8 1,3±0,6 
 
5,8±0,8 
 
3,5±0,7 
♦♦♦
 
2,2±0,5 
♦♦♦
 
 
 
Defecação 
 (nº) 
1,5±0,7 2,1±1,0 
 
1,4±0,6 1,1±0,6 1,2±0,9 
 
1,1±0,5 
Tempo de Latência (T. Latência), Quadrados Cruzados nos Braços Abertos (QCBA), Tempo 
nos Braços Abertos (TBA), Entradas nos Braços Fechados (EBF), Entradas nos Braços 
Abertos (EBA) e defecação no LCE de ratos selecionados pelo comportamento de empinar no 
Campo Aberto (BE: n=9; AE: n=12). Os resultados estão expressos em Média± EPM. 
 
ANOVA para amostras repetidas. 
•••p≤0,001 quando comparado a 1ª Exposição do mesmo subgrupo. 
###p≤0,001 quando comparado a 1ª Exposição do subgrupo BE. 
◦◦◦p≤0,001 quando comparado a 1ª Exposição do mesmo subgrupo. 
**p≤0,01; ***p≤0,001 quando comparado à 1ª Exposição do mesmo subgrupo. 
♦♦♦p≤0,001 quando comparado a 1ª Exposição  do mesmo subgrupo. 
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Figura 15: Número de empinar no LCE de animais adultos (3 meses de idade) selecionados 
em BE e AE no Campo Aberto. Os resultados estão expressos em Média± EPM. 
 
ANOVA para amostras repetidas. 
***p≤0,001 quando comparado com subgrupo BE na mesma exposição. 
##p≤0,01 quando comparado com a 1ª exposição e #p≤0,05 quando comparado com a 2ª 
exposição do mesmo subgrupo. 
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Experimento 2: Ratos idosos (15 meses de idade) foram selecionados no 
Campo Aberto e, 15 dias depois, foram submetidos ao LCE. O objetivo foi 
verificar se os subgrupos BE e AE de ratos idosos diferem nas medidas de 
“ansiedade” e se esses subgrupos mantêm a diferença entre si quanto ao 
comportamento de empinar.  
 O teste t de Student mostrou que não houve diferença significativa na 
Latência para EBA (t(df=17)=-0,73, p=0,47), na QCBA (t(df=17)=-0,69, p=0,49), nas 
EBA (t(df=17)=-1,00, p=0,33), no TBA (t(df=17)= -0,87, p=0,39), e nem na 
defecação (t(df=17)=-0,84, p=0,41); porém, houve diferença estatisticamente 
significativa nas EBF  (t(df=17)=-2,58, p≤0,05) e na quantidade de empinar  (BE: 
8,4±1,2, média±E.P.M., n=8; AE: 15,9±2,2, n=7; t(df=17)=-2,87, p≤0,01). Os 
resultados podem ser vistos na Tabela 6 e na Figura 16. 
 
 
 
Tabela 6- Comportamento no Labirinto em Cruz Elevado de ratos idosos (15 
meses de idade) selecionados no teste do Campo Aberto em baixo (BE) e alto 
(AE) empinar 
Subgrupos T. Latência TBA EBF EBA QCBA 
Baixo Empinar 53,5±31,8 47,7±12,6 5,1±0,8 3,3±1,0 15,3±4,3 
Alto Empinar 30,7±7,3 66,2±16,7 7,9±0,7 
* 
5,0±1,3 20,8±6,2 
Tempo de Latência (T. Latência), Tempo nos Braços Abertos (TBA), Entradas nos Braços 
Fechados (EBF), Entradas nos Braços Abertos (EBA) e Quadrados Cruzados nos Braços 
Abertos (QCBA) no LCE de ratos selecionados pelo comportamento de empinar no Campo 
Aberto (BE: n=9; AE: n=10). Os resultados estão expressos em Média± EPM. 
 
teste t de Student para amostras independentes, bicaudal. 
*p≤0,05 quando comparado à BE.  
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Figura 16: Número de empinar no LCE de animais idosos (15 meses de idade) selecionados 
em BE e AE no Campo Aberto (BE: n=9; AE: n=10). Os resultados estão expressos em Média± 
EPM. 
 
teste t de Student para amostras independentes, bicaudal. 
**p≤0,01 
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 4. Labirinto em T Elevado 
O Labirinto em T Elevado permite o estudo separado dos dois tipos de 
comportamentos motivados negativamente: a esquiva inibitória, medida através 
da latência de saída do braço fechado e a fuga, representada pela latência de 
saída do braço aberto, que, respectivamente, têm sido relacionados ao medo 
condicionado e ao medo incondicionado. O objetivo desse experimento foi 
verificar se os subgrupos BE e AE diferem nesses comportamentos no LTE e 
também nos comportamentos de empinar e ambulação, verificados na arena 
quadrada, após o teste no LTE. 
Animais adultos (3 meses de idade) selecionados no Campo Aberto e 15 
dias depois submetidos ao LTE não diferiram entre si nas medidas de Latência 
de EBA (t(df=15)=0,49, p=0,63), Esquiva 1 (t(df=15)=-1,16, p=0,26), Esquiva 2 
(t(df=15)=0,36, p=0,72), Fuga 1 (t(df=15)=-0,50, p=0,62), Fuga 2 (t(df=15)=0,74, 
p=0,47), Fuga 3 (t(df=15)=1,21, p=0,06) e Ambulação (t(df=15)=0,34, p=0,74), mas 
diferiram no número de empinar (BE: 17,5±4,2, média±E.P.M., n=8; AE: 
41,7±6,7, n=9; t(df=15)=-2,97, p≤0,01). Os resultados podem ser vistos na Tabela 
7 e na Figura 17. 
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Tabela 7- Comportamento no Labirinto em T Elevado dos subgrupos de baixo 
(BE) e alto (AE) empinar (3 meses de idade) selecionados no teste no Campo 
Aberto 
Subgrupos L.Base Esquiva1 Esquiva2 Fuga1 Fuga2 Fuga3 Ambulação 
    BE 19,0±4,2 46,7±13,2 11,5±40,4 18,4±1,6 19,1±2,6 17,0±3,8 44,8±3,7 
    AE 16,4±3,1 99,4±41,0 92,3±35,2 20,7±4,0 15,8±3,4 12,1±1,8 43,5±1,5 
Latências (em segundos) da Linha de Base, Esquiva 1, Esquiva 2, Fuga 1, Fuga 2, Fuga 3 no 
LTE de ratos selecionados pelo comportamento de empinar no Campo Aberto (BE: n=8; AE: 
n=9). Os resultados estão expressos em Média± EPM.  
teste t de Student para amostras independentes, bicaudal. 
 
 
 
Figura 17: Número de empinar na Arena Quadrada, após LTE, de animais selecionados em 
BE e AE no Campo Aberto (BE: n=8; AE: n=9). Os resultados estão expressos em Média± 
EPM. 
 
teste t de Student para amostras independentes, bicaudal. 
**p≤0,01 
 
RESULTADOS 118 
 
 
 
ESTUDO FARMACOLÓGICO 
 
5. Tempo de Sono 
  O teste do tempo de sono foi realizado com drogas hipnótico-sedativas 
que atuam em diferentes sítios receptores GABAA, com o objetivo de verificar 
se o tempo de sono é diferente para os subgrupos BE e AE, o que poderia ser 
um indicativo de que esses subgrupos diferem na densidade e/ou afinidade 
para esses sítios alostéricos gabaérgicos. 
 O teste t de Student mostrou uma diferença significativa no tempo de 
sono induzido pelo diazepam entre os dois subgrupos: os ratos BE 
apresentaram um tempo de sono maior quando comparado aos ratos AE (BE: 
29,5±6,2,  média±E.P.M., n=13; AE: 11,7±4,2, n=9; t(df=20)=2,15, p≤0,05). Já 
para o etanol (t(df=19)=-0,38, p=0,71), para o pentobarbital (t (df=21)=1,00, p=0,33) 
e para o zolpidem (t(df=22)=-0,43, p=0,67) não houve diferença estatisticamente 
significativa entre os subgrupos. Os resultados podem ser vistos na Tabela 8 e 
na Figura 18. 
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Tabela 8- Tempo de Sono dos subgrupos de baixo (BE) e alto (AE) empinar (3 
meses de idade) selecionados no teste no Campo Aberto 
Subgrupos  Etanol  Pentobarbital  Zolpidem  
Baixo Empinar  29,9±5,9 
   (n=9)  
114,0±4,4  
    (n=12)  
38,8±5,4  
  (n=13)  
Alto Empinar  27,2±4,3 
  (n=12)  
107,1±5,2  
   (n=11)  
35,4±5,4  
   (n=9)  
Tempo de Sono (minutos) induzido pelo etanol (2,5 mg/kg), pelo pentobarbital (50,0 mg/kg) e 
pelo zolpidem (60 mg/kg) em subgrupos de ratos selecionados pelo comportamento de 
empinar no Campo Aberto. Os resultados estão expressos em média±EPM.  
teste t de Student para amostras independentes, bicaudal. 
 
 
Figura 18: Tempo de Sono induzido pelo diazepam (8 mg/kg) em subgrupos selecionados pelo 
comportamento de empinar no Campo Aberto (BE: n=13; AE: n=9). Os resultados estão 
expressos em média±E.P.M. 
 
teste t de Student para amostras independentes, bicaudal. 
*p≤0,05  
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ESTUDOS BIOQUÍMICOS 
 
6. Afinidade e densidade do sítio alostérico benzodiazeínico determinado 
pela ligação do [3H]-Flunitrazepam em homogenatos de hipocampo de 
animais selecionados pelo comportamento de empinar no Campo Aberto 
Devido aos resultados anteriores [Alves, 2005], que indicam que os 
subgrupos BE e AE podem diferir no sítio alostérico BZD no hipocampo, esse 
experimento foi realizado com o objetivo de verificar se os subgrupos BE e AE 
diferem na densidade e/ou afinidade para esse sítio nessa estrutura. 
 A ligação não-específica foi obtida pela incubação na presença de 10 µM 
de DMCM na concentração de 7,5 x10-5 M.  
 A curva de competição entre o DMCM não marcado e o [3H]-FNT 
mostrou que o DMCM, um agonista inverso benzodiazepínico, inibe 
eficazmente a ligação do [3H]-FNT. Para a curva de competição foram 
utilizadas 19 concentrações de DMCM (10 a 10.000 nM). O resultado mostra 
que o DMCM pode ser usado para obter a ligação não-específica do [3H]-FNT 
(Figura 19). 
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Figura 19: Curva de competição entre DMCM e [3H]-Flunitrazepam. A concentração de [3H]-
Flunitrazepam utilizado foi de 1,5 nM. 
cpm= contagem por minuto 
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Para obtenção de Bmax e Kd foi realizada um curva de saturação, que foi 
obtida utilizando 8 concentrações do ligante (0,4 a 13,5 nM). 
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Figura 20: Exemplo de curva de saturação do [3H]-Flunitrazepam em membrana 
hipocampal de um rato, utilizando o DMCM para a marcação não-específica. A curva foi obtida 
utilizando 8 concentrações do ligante (0,4 a 13,5 nM).  
. 
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 O teste t de Student mostrou que os subgrupos apresentaram uma 
diferença estatisticamente significativa na densidade (BE: 756,4±45,4 fmol/mg 
proteína, média±E.P.M., n=8; AE: 929,4±54,2, n=7; t (df=13)=2,47, p≤0,05) e na 
afinidade (BR: 3,9±0,4 fmol/mg proteína, média±E.P.M., n=8; AR: 5,8±0,3 n=7; 
t(df=13)=4,00, p≤0,001): o subgrupo BE apresenta menor densidade e maior 
afinidade dos sítios de ligação do [3H]-FNT no hipocampo quando comparado 
ao subgrupo AE.  Os resultados podem ser vistos nas Figuras 21 e 22, 
respectivamente.  
 
 
 
Figura 21: Número máximo dos sítios de ligação do [3H]-Flunitrazepam no hipocampo dos 
subgrupos BE (n=8) e AE (n=7). Os resultados estão expressos em Média± EPM.  
 
teste t de Student para amostras independentes, bicaudal. 
*p≤0,05  
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Figura 22: Afinidade dos sítios de ligação do [3H]-Flunitrazepam no hipocampo dos subgrupos 
BE (n=8) e AE (n=7). Os resultados estão expressos em Média± EPM.  
 
teste t de Student para amostras independentes, bicaudal. 
***p≤0,001 
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7. Determinação da ligação do [3H]-MK 801 em homogenatos de 
hipocampo de animais selecionados pelo comportamento de empinar no 
Campo Aberto 
 Esse experimento foi realizado com o intuito de verificar se os subgrupos 
BE e AE diferem no sítio de ligação do MK 801 no receptor NMDA no 
hipocampo. 
A ligação total do [3H]-MK 801 foi realizada utilizando uma concentração 
do ligante: 4,6 nM. A ligação não-específica foi obtida pela incubação na 
presença de 500 µM de MK 801. A determinação de proteínas nos 
homogenatos foi feita pelo método de Lowry et al (1951), usando a albumina 
bovina como padrão. 
 O resultado (Fig. 23) mostra que não há diferença estatisticamente 
significativa na ligação do [3H]-MK 801 entre os subgrupos BE e AE na 
concentração de 4,6 nM do ligante (BE: 131,4±8,6 fmol/mg proteína, 
média±E.P.M., n=7; AE: 129,7,0±8,9, n=5; t(df=10)=1,24, p=0,90).  
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Figura 23: Densidade dos sítios de ligação de [3H]-MK 801 no hipocampo dos subgrupos BE 
(n=7) e AE (n=5). Os resultados estão expressos em média±E.P.M. 
Concentração do ligante: 4,6 nM. 
 
teste t de Student para amostras independentes, bicaudal. 
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8. Afinidade e densidade do sítio alostérico da [3H]-Ouabaína à Na+/K+-
ATPase no hipocampo de ratos selecionados pelo comportamento de 
empinar no Campo Aberto 
Os subgrupos BE e AE diferem na atividade da Na+/K+-ATPase no 
hipocampo [Alves et al., 2005], por isso esse experimento foi realizado  para 
verificar se essa diferença se encontra na densidade das isoformas da Na+/K+-
ATPase estimada pela ligação da [3H]-Ouabaína. 
Para obtenção de Bmax e Kd foi realizada uma curva de saturação, que 
foi obtida utilizando 8 concentrações do ligante (6 a 296 nM). A curva pode ser 
vista na Figura 24. 
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Figura 24: Exemplo de curva de Saturação da [3H]-Ouabaína de membrana hipocampal 
de um rato, obtida utilizando 8 concentrações do ligante (6 a 296 nM).  
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O teste t de Student mostrou que os subgrupos de ratos adultos não 
apresentaram uma diferença estatisticamente significativa na densidade 
(Bmax: t(df=12)=1,06,  p=0,31) e na afinidade (Kd: t(df=12)=0,08, p=0,94). Os 
resultados podem ser vistos na Tabela 9. 
 
  
 
 
Tabela 9- Número máximo (Bmax) e afinidade (Kd) dos sítios de ligação da 
[3H]-Ouabaína no hipocampo de subgrupos BE e AE selecionados pelo 
comportamento de empinar no Campo Aberto 
Subgrupos 
Bmax 
(pmol/mg proteína) 
Kd 
(nM) 
BE 
 
AE 
75,2±4,7 
 
86,6±10,7 
 
51,3±4,8 
 
51,9±6,7 
 
Número máximo e afinidade dos sítios de ligação da [3H]-Ouabaína nos subgrupos BE (n=10) e 
AE (n=8). Os resultados estão expressos em Média± EPM. 
 
teste t de Student para amostras independentes, bicaudal. 
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A ligação total da [3H]-Ouabaína também foi realizada utilizando alta 
concentração do ligante (1200 nM) para verificar possíveis diferenças entre os 
subgrupos BE e AE para as isoformas de menor afinidade à ouabaína [Blanco, 
Mercer, 1998]. 
A determinação de proteínas nos homogenatos foi feita pelo método de 
Lowry et al (1951), usando a albumina bovina como padrão. 
 O teste t de Student mostrou que o subgrupo BE apresenta menor 
densidade para as isoformas de baixa afinidade quando comparado com o 
subgrupo AE (BE: 59,2±1,7; pmol/mg proteína, média±E.P.M., n=8; AE: 
65,8±1,0, n=8; t(df=14)=3,28, p≤0,001, bicaudal). O resultado pode ser visto na 
Figura 25.  
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Figura 25: Ligação Específica da [3H]-Ouabaína a 1200nM no hipocampo dos subgrupos BE 
(n=8) e AE (n=8). Os resultados estão expressos em Média± EPM.  
Concentração do ligante: 1200 nM. 
 
teste t de Student para amostras independentes, bicaudal. 
***p≤0,001  
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9. Atividade da Na+/K+-ATPase no hipocampo de animais idosos 
selecionados pelo comportamento de empinar no Campo Aberto 
 Esse experimento foi realizado para verificar se os subgrupos BE e AE 
de ratos idosos (15 meses de idade) diferem na atividade da Na+/K+-ATPase no 
hipocampo, com o intuito de verificar se ocorre alteração da atividade dessa 
enzima com a idade. Vale lembrar que animais adultos (3 meses de idades) 
diferem na atividade da Na+/K+-ATPase: BE apresenta menor atividade quando 
comparado a AE [Alves et al., 2005]. 
 A análise estatística dos resultados mostrou uma diferença significativa 
na atividade da K+-p-nitro-fenilfosfatase entre os dois subgrupos de animais 
com 15 meses de idade: os ratos de BE apresentaram uma atividade menor 
quando comparado aos ratos de AE (BE: 127,8±4,8 pmol/mg proteína, 
média±E.P.M., n=8; AE: 144,8±4,2, n=8; t(df=14)=2,65,  p≤0,01). O resultado 
pode ser visto na Figura 26. 
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Figura 26: A atividade da K+-p-NPPase no hippocampo de ratos idosos (15 meses de idade) 
selecionados no Campo Aberto em BE (n=8) e AE (n=8). Os resultados estão expressos em 
Média± EPM. 
 
teste t de Student para amostras independentes, bicaudal. 
**p≤0,01  
 
 
 
 
 
RESULTADOS 133 
 
 
 
ESTUDOS HORMONAIS 
 
10. Análise Hormonal de animais em diferentes idades 
A análise hormonal foi realizada para verificar se os subgrupos diferem na 
resposta hormonal frente ao estresse (animais de 2 meses sacrificados logo 
após o teste no Campo Aberto), nos níveis basais dos hormônios também 
relacionados ao estresse (animais sacrificados 15 dias após o teste no Campo 
Aberto) e nos níveis dos hormônios gonadais (animais com diferentes idades). 
As adrenais dos animais com 5 meses de idade foram retiradas e 
pesadas com o intuito de verificar se os subgrupos diferem no peso dessa 
estrutura. O test t de Student mostrou que os subgrupos não diferem no peso 
das adrenais (p≥0,05) e nem nos níveis hormonais (p≥0,05). Os resultados 
podem ser vistos na Tabela 10. 
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Tabela 10- Níveis séricos de progesterona, testosterona e níveis plasmáticos 
da corticosterona e do ACTH em ratos de baixo (BE) e alto (AE) empinar 
selecionados no teste do Campo Aberto 
Subgrupos Progesterona 
(ng/dl) 
Testosterona 
(ng/dl) 
ACTH 
(pg/ml) 
Corticosterona 
(pg/ml) 
% adrenal/peso 
corporal 
Idade 
 
 
 
2 meses 
(logo após CA) 
BE (9) 
 
AE (10) 
1,6±0,3 
 
2,5±0,8 
 
303,6±42,8 
 
289,1±54,5 
 
227,7±43,5 
 
232,0±45,6 
 
 
 
........ 
 
 
........ 
 
 
4 meses 
(15  dias após CA) 
BE (11) 
 
AE (11) 
2,1±0,6 
 
1,4±0,2 
 
 
 
....... 
25,1±2,6 
 
25,0±1,8 
 
 
 
........ 
13,9±0,7 
 
14,6±0,8 
 
 
 
15 meses 
(15  dias após CA) 
BE (9) 
 
AE (9) 
0,9±0,0 
 
1,2±0,1 
 
171,8±23,9 
 
153,7±21,5 
 
35,1±4,3 
 
39,7±6,5 
 
220,1±35,8 
 
299,8±50,4 
 
 
........ 
 
( )=n/subgrupo 
Os valores são expressos em Média±EPM. 
teste t de Student para amostras independentes, bicaudal. 
........ coletas não realizadas. 
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Para os indivíduos e para as espécies, os comportamentos exploratórios são 
importantes para reconhecimento do ambiente, busca de acasalamento, 
procura de alimento e proteção contra predadores. Portanto, diferenças no 
comportamento exploratório entre os sujeitos de uma mesma espécie têm 
várias implicações, incluindo a sobrevivência/adaptação. 
 O empinar é considerado um comportamento exploratório [Crusio, 2001] 
determinado por características genéticas/inatas [Escorihuela et al., 1999; Kim 
et al., 2002] e modulado pelas influências ambientais.  
 A análise do comportamento no Campo Aberto do presente estudo 
mostrou uma consistência altamente significativa em relação à expressão do 
empinar na linhagem de ratos Wistar adultos (3-4 meses) utilizada nos 
experimentos, pois ratos nascidos em diferentes anos e em diferentes meses, 
pertencentes a diferentes ninhadas, apresentaram uma média do número de 
empinar que se manteve inalterada, tanto da população normal como também 
dos subgrupos selecionados. Mesmo animais com diferentes idades (exceto 
animais com 1 mês de idade) mantêm entre si médias semelhantes para o 
comportamento de empinar.  
 O empinar no centro do Campo Aberto também mostrou ser uma medida 
altamente consistente, pois em todas as seleções, em diferentes anos e com 
diferentes idades, o subgrupo BE apresentou um número menor de empinar no 
centro do Campo Aberto quando comparado com o subgrupo AE. Embora 
outros autores [Thiel et al., 1998;1999; Borta, Schwarting, 2005a; 2005b] 
tenham selecionado subgrupos pelo comportamento de empinar, nossos  
registros são os primeiros a mostrar que esses dois subgrupos diferem também 
no empinar central.  
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 O centro do Campo Aberto é considerado um local aversivo. Portanto, a 
diferença no empinar central é uma indicação de que os ratos AE apresentam 
uma menor aversão ou medo ao espaço aberto. 
 Também foi possível verificar que animais selecionados pelo 
comportamento de empinar no Campo Aberto e re-expostos ao mesmo 
aparato, mantêm as diferenças entre si quanto ao comportamento de empinar. 
Além disso, BE e AE mantêm o padrão comportamental de empinar mesmo 
quando expostos a outros testes comportamentais (LCE e LTE): os animais 
selecionados como BE continuam a apresentar um número de empinar 
significativamente menor quando comparados aos selecionados como AE. 
 Quanto à ambulação, os subgrupos diferem significativamente entre si 
para este comportamento no Campo Aberto: o subgrupo BE apresentou uma 
média do número de quadrados cruzados menor quando comparado com o 
subgrupo AE em todos os anos; porém, a média total desse comportamento na 
população normal não foi consistente entre os anos. Além disso, a diferença 
entre os subgrupos para esse comportamento foi verificada também no LCE, 
mas não na arena após LTE. Nos subgrupos com diferentes idades, observou-
se que os animais BE ambulam menos que os animais AE (exceto animais com 
1 e 22 meses de idade) e que a ambulação diminui a partir do 6° mês de idade.  
 Observou-se ainda que o comportamento de empinar foi 
significativamente menor nos animais com 1 mês de idade quando comparado 
com os animais nas demais idades; porém, quanto  a ambulação, se 
considerado que os animais, ainda pequenos, foram testados no mesmo 
aparato utilizado para testar animais adultos, pode se concluir que estes 
animais jovens ambularam mais do que os demais animais. Mas vale ressalvar 
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que estes animais de 1 mês de idade, quando submetidos ao teste com 3 
meses de idade, apresentaram média igual aos demais subgrupos 
selecionados (dados não mostrados).  
 É conhecido que os comportamentos de empinar e ambulação são 
parcialmente mediados pelos mesmos mecanismos centrais, não sendo 
estritamente relacionados; o que poderia explicar os resultados obtidos neste 
estudo.    
 A correlação entre esses comportamentos pode ser explicada pelos 
dados de literatura que mostram que animais que diferem no comportamento 
de empinar ou na atividade ambulatória diferem na reatividade da via 
dopaminérgica estriatal. É importante salientar que esta via desempenha um 
papel crítico tanto na atividade motora quanto na resposta emocional [Feenstra 
et al., 1995].  
 A ambulação e o empinar podem ser influenciados de forma antagônica 
por fármacos, indicando que esses comportamentos são também controlados 
por vias diferentes. Por exemplo, a clozapina bloqueia o empinar induzido por 
AMP (um agonista tipo anfetamina), mas aumenta a ambulação e os 
movimentos finos induzidos pela mesma droga em baixas doses (1 e 3 mg/kg) 
[Cartmell, 1999]. A naltrexona (um antagonista opiáceo) diminui o 
comportamento de empinar, mas não a atividade locomotora induzida pela 
anfetamina [Balcells-Olivero, Vezina, 1997]. O MK 801 em baixas doses (0,1 a 
0,2 mg/kg) reduziu o empinar, mas somente em altas doses induziu 
hiperlocomoção em ratos [Scorza et al., 2008]. Administração de 0,5 mg/kg de 
etanol em ratos estimula a ambulação e reduz o comportamento de empinar. 
Já 2 mg/kg reduz os dois comportamentos [Pohorecky et al.,1989]. 
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Mesmo que vários autores [Walsh, Cummins, 1976] afirmem que a 
ambulação é um comportamento de exploração ambiental, existem aqueles 
[Birke, Archer, 1983] que questionam tal classificação, pois pontuam que o 
animal pode estar, por exemplo, tentando escapar do ambiente novo ou 
procurando comida, em vez de explorando. Além disso, a ambulação pode ser 
decorrente de uma hiperatividade motora e não de uma exploração ambiental 
[O’keef, Nadel, 1979; Poucet et al., 1986]. 
 Com esses resultados, é possível dizer que o comportamento de 
empinar poderia ser melhor utilizado como critério para separar animais em 
baixo e alto exploradores do que a ambulação, já que nossos dados conferem 
maior grau de reprodutibilidade para o comportamento de empinar do que para 
o comportamento de ambulação. 
Essa reprodutibilidade sugere um substrato biológico de base genética 
que se expressa comportamentalmente de forma consistente; aspecto 
importante para experimentos comportamentais e estudos bioquímicos. Como 
já dito, animais que apresentam grandes diferenças na expressão desse 
comportamento, provavelmente apresentem entre si diferenças neuroquímicas 
e anatômicas significativas. A literatura confirma tal hipótese, pois o hipocampo 
e vários neurotransmissores; dentre eles a acetilcolina [Miyakawa et al., 2001; 
Thiel et al., 1998], a dopamina [Agmo, Belzung, 1998; Homanics et al., 1998] e 
o glutamato [Cartmell, 1999], parecem estar envolvidos com o comportamento 
do empinar.  
Foi possível verificar que o receptor GABAA também contribui para a 
expressão do comportamento de empinar, pois experimentos de ligação de 
membranas, de susceptibilidade a convulsões clônicas e de efeito sedativo-
DISCUSSÃO 140 
 
 
 
hipnótico realizados com drogas que atuam neste sistema receptor 
confirmaram isso.  
É interessante notar que dentre as drogas convulsivantes, que se ligam 
a diferentes sítios alostéricos do receptor GABAA (picrotoxina, bicuculina, 3-MP, 
DMCM, pentilenotetrazol), somente foi observada uma sensibilidade diferente 
entre os subgrupos BE e AE quando foram desafiados pelo DMCM, uma droga 
agonista inversa benzodiazepínica: o subgrupo BE apresentou uma DC50 
menor quando comparado ao subgrupo AE  [Alves, 2005]. Também foi 
verificado que das drogas hipnótico-sedativas utilizadas (diazepam, zolpidem, 
etanol e pentobarbital), que se ligam em diferentes sítios alostéricos do 
receptor GABAA, somente para o diazepam os subgrupos apresentaram tempo 
de sono estatísticamente diferente entre si: BE apresentou uma média de 
tempo de sono maior do que AE. Além disso, a curva de saturação do [3H]-
FNT, obtida por meio de homogenatos de hipocampo, mostrou que o subgrupo 
BE tem maior afinidade pelo sítio BZD e menor densidade ao mesmo sítio 
quando comparado ao subgrupo AE. 
Estes resultados confluem em direção da hipótese de que os subgrupos 
BE e AE realmente apresentam uma diferença entre si quanto a 
neurotransmissão inibitória gabaérgica hipocampal, envolvendo o sítio 
alostérico benzodiazepínico. Vale citar que o hipocampo é densamente 
inervado por interneurônios (neurônios cujos corpos celulares, axônios e 
dendritos estão dentro do hipocampo), sendo que, se não todos; a maioria dos 
interneurônios utiliza o GABA como neurotransmissor [Freund, Buzsáki, 1996]. 
É importante lembrar que as modulações alostéricas positiva e negativa 
do receptor ionotrópico GABAA induzem, em sentidos opostos, a um amplo 
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espectro de efeitos farmacológicos: o aumento gradativo na dose de 
moduladores alostéricos positivos induz a um continuum de depressão do 
SNC, produzindo efeitos amnésico, ansiolítico, anticonvulsivante, sedativo e 
hipnótico, enquanto o aumento gradativo na dose de moduladores alostéricos 
negativos induz a um continuum de excitação do SNC, eliciando um aumento 
do estado de alerta, efeitos pró-mnésico, ansiogênico e convulsivante 
[Braestrup, 1983; Petersen, 1983; Croucher, et al., 1984; Cole, et al, 1995; 
Savic et al, 1988]. Por isso, mesmo que drogas com ações diferentes e, 
consequentemente com efeitos comportamentais diversos, podem ser 
utilizadas para estudar esse sítio receptor. 
 A diferença na afinidade pode ser decorrente das diferentes formas de 
agrupamento das subunidades do receptor GABAA; já a diferença na densidade 
indica uma possível diferença na quantidade desses sítios alostéricos no 
receptor GABAA.  
Os resultados mostrando que o subgrupo BE apresenta uma menor 
densidade do sítio BZD quando comparado ao subgrupo AE está coerente com 
os dados de literatura, pois uma soma considerável de trabalhos mostra que 
em estruturas encefálicas epileptogênicas foi observada uma menor densidade 
de sítios benzodiazepínicos, característica esta que provavelmente levaria a 
uma diminuição da inibição e, portanto, a um aumento da excitação nervosa 
[Horton et al., 1982; Olsen et al., 1985; Savic et al., 1988; Rocha et al., 1996; 
Sata et al., 2002; Fedi et al., 2006]. Já a maior afinidade explicaria porquê o 
subgrupo BE é mais sensível ao efeito hipnótico do diazepam. Assim, os ratos 
BE, por apresentarem uma densidade menor do sítio BZD e, 
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concomitantemente, maior afinidade de ligação tornam-se mais susceptíveis a 
excitação provocada pelo DMCM e à hipnose do diazepam. 
Torna-se oportuno citar que os efeitos hipnóticos provocados por drogas 
que atuam em diferentes sítios alostéricos do receptor GABAA podem ser 
influenciados pelas características genéticas dos animais [Krimmer, 1991; 
Colombo et al., 2000]. 
Estes resultados indicam que os subgrupos BE e AE sejam diferentes 
quanto à expressão da isoforma α1 do receptor GABAA,  já que o efeito 
convulsivante do DMCM é mediado pelos receptores GABAA contendo a 
subunidade α1, cuja mutação induz a uma perda de sua atividade convulsiva 
em camundongos [Crestani et al., 2002], e que a presença da subunidade α1 
no receptor GABAA contribui para o efeito sedativo-hipnótico e 
anticonvulsivante dos benzodiazepínicos [Nutt, Malizia, 2001; Möhler et al., 
2002].  
 Outros estudos, realizados com camundongos, corroboram com essa 
hipótese, pois também mostram uma relação entre as diferentes isoformas alfa 
e os efeitos comportamentais dos agonistas benzodiazepínicos: a isoforma alfa 
1 estaria relacionada aos efeitos sedativos e anticonvulsivantes, a alfa 2 aos 
efeitos anticonvulsivantes e ansiolíticos,  enquanto as isoformas alfa 3 e 5 
estariam relacionadas aos efeitos ansiolíticos dos agonistas benzodiazepínicos 
[Rudolph et al., 1999].  
 Já que as diferenças entre os subgrupos BE e AE parecem estar mais 
relacionadas aos receptores contendo a isoforma alfa 1 (pois tais subgrupos 
diferem entre si quanto aos efeitos sedativo-hipnóticos e convusivantes de 
drogas BZDs), torna mais fácil entender porquê esses subgrupos não 
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apresentam resultados consistentes quanto à “ansiedade”/medo: seriam as 
isoformas alfa 2, 3 e 5, e não a isoforma alfa 1, as principais envolvidas com 
tais respostas comportamentais. Além disso, o diazepam (agonista BZD que se 
liga com a mesma afinidade às isoformas alfa) e o zolpidem (agonista com 
maior afinidade para os receptores GABAA contendo a isoforma alfa 1), na 
dose de 2,5 mg/kg, diminuíram a duração de empinar  [van Lier et al., 2003]. 
 Os modelos animais utilizados para a verificação de reação de 
medo/”ansiedade” dos animais foram o LCE, o LTE e o Campo Aberto. 
 Os testes comportamentais do Campo Aberto, do Labirinto em Cruz 
Elevado e do Labirinto em T Elevado são amplamente utilizados em trabalhos 
experimentais com ratos. Os três testes são considerados modelos de 
“ansiedade”/medo, pois elicia nos animais um conflito entre o comportamento 
natural de exploração de ambientes novos e a percepção do perigo de um 
ambiente desprotegido. Tais testes têm sido validados quanto ao critério 
preditivo, uma vez que as drogas clinicamente efetivas como ansiolíticas 
diminuem as medidas relacionadas aos níveis de “ansiedade”, enquanto que 
drogas com ação ansiogênica em humanos aumentam as medidas 
relacionadas aos níveis de “ansiedade” [Braestrup et al., 1983; Rägo et al., 
1988; de Sarro et al., 2000]. 
 . No Campo Aberto, a medida de “ansiedade”/medo consiste na medição 
do tempo ou número de entradas na região central do aparelho: um maior 
tempo ou número de entradas na região central do Campo Aberto são 
considerados como menos “ansiedade”/ medo [Prut, Belzung, 2003].  
 Nossos resultados mostram que o tempo na porção central do aparato 
não é uma medida consistente entre os animais BE e AE: em algumas 
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seleções os subgrupos diferem entre si enquanto que em outras, não. Dessa 
forma, não se pode concluir que os o comportamento de empinar é influenciado 
pelo estresse/medo provocado pela novidade do Campo Aberto.   
 No Labirinto em Cruz Elevado, a medida de “ansiedade”/medo baseia-se 
na diferença de exploração do aparelho nas suas partes abertas e fechadas: 
uma maior exploração nas partes abertas é considerada como um estado de 
menor “ansiedade”, sendo o inverso considerado um maior “estado ansioso” 
[Rägo  et al., 1988; Pellow et al., 1985; Rodgers, Dalvi, 1997]. 
 Drogas ansiolíticas, efetivas clinicamente em estados de “ansiedade” (p. 
ex., benzodiazepínicos), aumentam a exploração nos braços abertos do LCE, 
enquanto que drogas ansiogênicas (p. ex., agonistas inversas 
benzodiazepínicas) diminuem essa exploração [Braestrup et al., 1983; Rägo et 
al., 1988; de Sarro et al., 2000]. 
 Outra característica do teste do LCE consiste no fato de que ratos sem 
qualquer tratamento, quando expostos uma segunda vez ao teste, apresentam 
aumento de medo/ “ansiedade”. Esse efeito da re-exposição ocorre mesmo se 
ela for feita semanas após a primeira exposição [Cruz et al., 1992; Rodgers et 
al., 1997]. É também conhecido que o aumento da “ansiedade” em ratos pode 
durar até 21 dias após uma única exposição a um gato [Adamec, Shallow, 
1993]. 
 Nossos resultados no LCE mostraram que animais adultos selecionados 
pelo comportamento de empinar em BE e AE no Campo Aberto, não diferiram 
nas medidas de medo/“ansiedade”, mesmo quando re-expostos ao aparato. 
Também foi possível verificar que o tempo e as entradas nos braços abertos 
diminuem com a re-exposição. Animais velhos (15 meses de idade) também 
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apresentaram o mesmo padrão comportamental no LCE quanto às medidas de 
medo/ “ansiedade”. 
 Já o Labirinto em T Elevado permite o estudo separado dos dois tipos de 
comportamentos motivados negativamente: a esquiva inibitória, medida através 
da latência de saída do braço fechado e a fuga, representada pela latência de 
saída do braço aberto, que, respectivamente, têm sido relacionados ao medo 
condicionado e ao medo incondicionado. Numa abordagem psicopatológica, a 
esquiva inibitória estaria relacionada com o distúrbio de ansiedade 
generalizada, enquanto a fuga representaria um modelo de pânico [Viana et al., 
1994; Zangrossi, Graeff, 1997]. Animais adultos selecionados no Campo Aberto 
em BE e AE não diferiram entre si nas medidas de medo condicionado (ou 
ansiedade generalizada) e nem nas medidas de medo incondicionado (ou 
pânico), mas apresentaram diferença no comportamento de empinar no mesmo 
sentido do Campo Aberto. 
 A literatura mostra uma inconsistência quanto à “ansiedade” medida no 
LCE: alguns autores não encontraram diferenças entre os subgrupos [Thiel et 
al., 1999], enquanto outros autores encontraram [Borta, Schwarting, 2005b]. 
Entretanto, mesmo os autores que encontram diferenças afirmam que essa 
diferença não é consistente: em alguns experimentos ela aparece e em outros, 
não [Borta, Schwarting, 2005b].  
 No estudo do receptor ionotrópico glutamatérgico NMDA, os resultados 
obtidos a partir de uma única concentração do ligante ([3H]-MK 801) indicam 
que os subgrupos BE e AE não diferem quanto à densidade e/ou afinidade 
para esse receptor no hipocampo desses animais. 
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 Os resultados com [3H]-MK 801 sugerem que esses subgrupos não 
diferem nesse sítio específico, que está envolvido, entre outros, com as 
respostas de medo e “ansiedade”, o que corroboraria com os resultados 
supracitados que mostram que animais BE e AE não diferem nas medidas de 
“ansiedade”/ medo [Carobrez, 2003].  
 Além disso, o MK-801 aumenta a ambulação e o empinar tanto em ratos 
quanto em camundongos, por sua atuação na via dopaminérgica estriatal, 
indicando que essa droga atua na circuitaria envolvida com ambos os 
comportamentos e não especificamente com o empinar [Fredriksson et al., 
1999]. 
 Assim, nossos resultados corroboram com a literatura que mostra não 
haver diferenças consistentes entre ratos BE e AE no tempo central no Campo 
Aberto e no tempo nos braços abertos do LCE, indicando que diferenças no 
comportamento de empinar não estão associadas a “ansiedade” medida em 
diferentes testes [Thiel et al., 1999; Pawlak, Schwarting, 2002; Borta, 
Schwarting, 2005b]. 
 Os dados sugerem que os circuitos cerebrais relacionados ao 
comportamento de empinar estariam envolvidos na reação aos estímulos 
presentes nos três testes comportamentais, já que as diferenças entre os 
subgrupos na expressão desse comportamento se mantêm na mesma direção 
nos três testes. No entanto, os circuitos cerebrais geradores do empinar não 
estariam estritamente relacionados aos envolvidos na reação de 
“ansiedade”/medo medidos por estes testes.   
 Assim, a literatura e os nossos resultados indicam que a isoforma alfa 1 
do receptor GABAA está intimamente relacionada com o comportamento de 
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empinar. Mas para confirmar tal hipótese, a realização de experimentos de 
ligação com uma droga de maior afinidade para a isoforma α1 ([3H]-Ro 15-
4513, por exemplo) serão necessários. 
 É importante ressaltar que há uma grande complexidade na distribuição 
e composição do receptor GABAA nas regiões cerebrais; porém, a maioria dos 
receptores GABAA contém a isoforma alfa 1;  e, no hipocampo, ela está mais 
expressa do que as demais isoformas alfa [Pirker et al., 2000; Bateson, 2004]. 
 Outros dados que apontam para o envolvimento do hipocampo e a 
neurotransmissão gabaérgica/isoforma alfa 1  no comportamento exploratório 
no Campo Aberto são provenientes de experimentos realizados com a FG-
7142, também uma beta-carbolina como a DMCM, com efeito ansiogênico e 
pró-convulsivante. Em ratos com lesões no hipocampo ventral, a FG-7142 
diminuiu o comportamento exploratório no Campo Aberto; enquanto que nos 
ratos lesionados no hipocampo dorsal a droga não teve efeito [Lipska et al., 
1991].  
 Vale ressaltar que o DMCM mostrou uma maior afinidade aos receptores 
GABAA contendo as subunidades α1β2γ2 [Derry et al., 2004] quando 
comparada a outras isoformas alfa  [Lüddens, Wisden, 1991], e o hipocampo e 
o córtex frontal apresentam maior número de sítios específicos de ligação para 
essa droga [Braestrup et al., 1983]. 
  O aumento na expressão da proteína c-fos indica um aumento da 
atividade neuronal e a DMCM aumenta a expressão de c-fos no giro dentado e 
nas regiões CA1, CA2 e CA3 do hipocampo [Vergnes et al., 2001].  
Experimentos com camundongos demonstram uma relação entre o 
comportamento no Campo Aberto, incluindo o empinar, e diferenças 
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anatômicas no hipocampo, sugerindo que os subgrupos BE e AE apresentem 
diferenças na densidade das fibras musgosas intra e infrapiramidais 
hipocampais (que conectam as células granulares do giro dentado aos 
dendritos basais dos neurônios piramidais da região de CA3) [Roullet, Lassalle, 
1990; Crusio, 2001].  
 É importante citar que animais epilépticos que apresentaram diminuição 
de neurônios da camada supragranular e infragranular do giro denteado, CA1 e 
CA3, 5 dias após a administração de pilocarpina, apresentaram diminuição do 
comportamento de empinar no Campo Aberto quando comparados com 
aqueles que não sofreram tais perdas [Santos et al., 2005]. 
 Além disso, uma perda das células musgosas excitatórias, que 
normalmente excitam interneurônios GABAérgicos, parecem ser a causa, mais 
do que a consequência, dos ataques epilépticos [Glass, Dragunow, 1995]. 
 Os camundongos que diferem geneticamente na densidade dessas 
fibras apresentam diferente desempenho no teste do Labirinto Aquático de 
Morris: aqueles que apresentam maior densidade das fibras intra e infra 
piramidais têm melhor desempenho nessa tarefa espacial [Bernasconi-
Guastalla et al., 1994]. É interessante salientar que ratos que diferem no 
comportamento de empinar também diferem no comportamento no Labirinto 
Radial, outro modelo de tarefa espacial: AE apresenta melhor desempenho 
nessa tarefa quando comparados com BE [Görisch, Schwarting, 2006].  
 Os  ensaios sobre o tempo de sono induzido por drogas que atuam no 
sistema gabaérgico foram realizados baseados na hipótese de que o subgrupo 
BE apresentaria maior tempo de sono do que o subgrupo AE quando 
estivessem sob o efeito de drogas que agem no sítio alostérico 
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benzodiazepínico, e não sob efeito de drogas que agem em outros sítios, pois 
em estudo anterior [Alves, 2005] mostramos que existe uma relação entre este 
sítio e o comportamento de empinar: o subgrupo BE apresentou uma maior 
susceptibilidade a convulsões clônicas induzidas por uma droga agonista 
inversa do receptor GABAA/BZD (o DMCM) do que o subgrupo AE.  Assim, 
esperava-se que animais BE, mais susceptíveis a convulsões, fossem mais 
susceptíveis à drogas hipnótico-sedativas BZDs, permanecendo mais tempo 
dormindo sob o efeito dessas drogas, o que se confirmou com o diazepam, 
mas não com o zolpidem.  
 Não há na literatura  demonstração de que o hipocampo esteja envolvido 
na geração/manutenção do sono. O GABA através do seu receptor GABAA 
está envolvido na geração/manutenção do sono [Datta, MacLean, 2007; 
Steiger, 2007]. Neurônios gabaérgicos localizados em outras estruturas 
encefálicas estão envolvidos na geração/manutenção do sono [Lancel, 1999; 
Jones, 2005].   
 O sono é dividido em distintos estágios, sendo um deles o sono 
paradoxal (o EEG mostra um estado de vigília; no entanto o animal está 
dormindo). Esta fase do sono é também chamada de sono dos movimentos 
oculares rápidos [Datta, MacLean, 2007].  Dois parâmetros elétricos são 
utilizados para identificar o sono paradoxal: a presença do ritmo teta 
hipocampal (o qual também aparece na vigília) e as descargas ponto-geniculo-
occipital (PGO descargas). Há uma relação direta entre o empinar e o ritmo 
teta hipocampal [Leung, 1998]. O GABA está envolvido na geração do sono 
paradoxal [Luppi et al., 2006] e na geração do ritmo teta hipocampal durante o 
sono paradoxal [Vertes, Kocsis, 1997]. A geração do ritmo teta hipocampal 
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deve-se à inervação no hipocampo de neurônios gabaérgicos da via 
gabaérgica septo-hipoccampal [Kafka et al., 1986; Xu et al., 2004]. 
 Durante o ciclo sono-vigília a densidade dos sítios BZDs no hipocampo 
de ratos, medidos com o [3H]-FNT é maior às 14h, quando os ratos estão 
dormindo, comparada com às 22h  quando os ratos estão no período de vigília 
[Pedrazzoli, Benedito, 2004].    
 Os dados apresentados acima sugerem que as diferenças encontradas 
no tempo de sono entre os subgrupos BE e AE, induzido pelo diazepam, 
podem envolver diferenças na densidade dos sítios BZDs do receptor GABAA 
em outras regiões cerebrais diferentes do hipocampo. Esta hipótese necessita 
ser testada. Por outro lado, devido à inervação gabaérgica septo-hipocampal, 
as diferenças na afinidade e densidade dos sítios BZDs do hipocampo entre os 
subgrupos BE e AE podem ser devido a existência dos interneurônios 
gabaérgicos hipocampais ou a terminais sinápticos gabaérgicos hipocampais 
originários da via septo-hipocampal.  Finalmente, existe a possibilidade de que 
os subgrupos BE e AE difiram entre si na expressão do ritmo teta hipocampal. 
 No estudo da Na+/K+-ATPase no hipocampo, os resultados com a [3H]-
Ouabaína mostraram diferença estatisticamente significativa entre os 
subgrupos quanto à densidade do sítio alostérico somente quando a 
concentração do ligante marcado foi de 1200 nM.  
 As diferenças nas afinidades de ligação da ouabaína são decorrentes 
das múltiplas possibilidades de associação das cadeias polipeptídicas que 
formam a enzima [Horisberg et al., 1991; Jewell, Lingrel, 1991; Maki et al., 
1992; O’Brien et al., 1994; Crambert et al., 2000]. Vale lembrar que em estudos 
das propriedades cinéticas das isoenzimas Na+/K+-ATPase constituídas pelas 
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subunidades α1, α2 ou α3, observou-se que a subunidade α3 possui menor 
afinidade pelos íons K+  e Na+  [Blanco, Mercer, 1998; Jewell, Lingrel, 1991] 
quando comparada com as isoformas α1 e α2.  
 A diferença de ligação entre os subgrupos somente quando a 
concentração do ligante marcado foi de 1200 nM e não na curva de saturação 
(6-296 nM) indicam que os subgrupos BE e AE diferem na densidade da 
isoforma α1, que apresenta menor afinidade para a ouabaína do que as 
isoformas α2 e α3. 
A literatura aponta para uma relação entre a subunidade α2 e o 
comportamento “ansioso”, pois camundongos mutantes heterozigotos para a 
subunidade α2 apresentaram comportamento mais ansioso em diversos 
modelos [Ikeda et al., 2003; Moseley et al., 2007]. Os subgrupos BE e AE, por 
não diferirem entre si quanto a essa subunidade é mais um indicativo de que o 
comportamento de empinar não está relacionado com medo/“ansiedade”.  
 Pietrini et al. (1992) mostram que a isoforma α1 estaria mais abundante 
em regiões hipocampais ricas de dendritos das células piramidais. 
 Porém, estudos mais acurados são necessários para verificar se as 
isoformas da subunidade catalítica da Na+/K+-ATPase se expressam de forma 
diferente no hipocampo desses subgrupos.  
Já na atividade da K+-p-nitrofenilfosfatase (que constitui a reação de 
defosforilação da Na+/K+-ATPase fosforilada), animais com 15 meses de idade 
apresentaram diferença entre si (o subgrupo BE apresentou uma atividade 
enzimática menor comparada ao subgrupo AE), mostrando que a atividade 
dessa enzima mantém-se íntegra com o envelhecimento e que a diferença 
entre os subgrupos também se mantém inalterada.  
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 A literatura mostra resultados contraditórios quanto a atividade da 
Na+/K+-ATPase nos ratos idosos [Kennedy et al., 1985; Chakraborty et al, 
2003]. Nossos resultados mostram que animais idosos (15 meses de idade) 
não apresentaram diminuição da atividade dessa enzima quando comparados 
com animais com 3 meses de idade. Talvez a incongruência entre os 
resultados seja decorrente da linhagem e da idade dos animais: Chakraborty et 
al. (2003) realizaram sua investigação em ratos albinos Charles-Foster, com 
18-22 meses de idade, enquanto nossos animais eram da linhagem Wistar e 
estavam com 15 meses de idade. 
Também foi observado que ratos albinos selecionados como lentos na 
aquisição do "kindling" (eliciação de convulsões motoras espontâneas após a 
repetição de estímulos elétricos ou químicos subliminares) apresentam um 
número maior de empinar [Mohapel, Mcintyre, 1998]. E, ainda, menor atividade 
da Na+/K+-ATPase no hipocampo estaria relacionada com maior suceptibilidade 
a convulsões [Haglund et al, 1985]. 
 A literatura mostra uma relação entre depressão e atividade da Na+/K+-
ATPase: indivíduos deprimidos apresentariam menor atividade da Na+/K+-
ATPase quando comparados com indivíduos normais [Rybakowski et al., 1994; 
El-Mallakh, Wyatt, 1995]. Já que o subgrupo BE apresenta menor atividade da 
enzima, poderia ser que os animais desse subgrupo apresentassem 
comportamento tipo “depressivo” no Teste da Natação Forçada. 
 No teste da Natação Forçada é possível observar que o rato, quando 
colocado na água, apresenta inicialmente uma atividade motora vigorosa, a 
qual cessa com o passar do tempo, quando o rato passa a realizar somente os 
movimentos necessários para mantê-lo com a cabeça acima da água. 
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 Segundo os autores que validaram o modelo [Porsolt et al., 1977; 1978], 
a imobilidade estaria associada com a percepção de que é impossível escapar 
da situação estressora, sendo um indicador de um estado de desespero.  
 Esse modelo tem sido utilizado em estudos sobre a depressão, pois 
drogas terapeuticamente eficazes no tratamento da depressão diminuem o 
comportamento de imobilidade em ratos e aquelas capazes de induzir estados 
depressivos aumentam a incidência desse comportamento [Porsolt et al., 1977; 
1978]. 
 Entretanto, essa interpretação de que a imobilidade está relacionada 
com um estado de desespero tem sido questionada. Outros autores sugerem 
que a imobilidade poderia ser mais uma resposta adaptativa à situação de 
estresse do que desespero: o animal estaria poupando suas reservas e 
mantendo sua homeostase [Borsini, Meli, 1988; West, 1990]. 
 Foi possível observar que os subgrupos não diferem entre si quanto à 
atividade motora geral (mobilidade), o que indica que os subgrupos BE e AE 
não diferem quanto a habituação ou “depressão” verificadas por esse teste. 
 Nossos resultados, entretanto, não mostram uma relação entre empinar 
e ‘depressão’, talvez porque a literatura aponte que a depressão provavelmente 
esteja relacionada, dentre outros fatores, com uma diminuição de íons Na+, 
acarretando numa diminuição na atividade da Na+/K+-ATPase [Joffe et al., 
1986; Widmer et al., 1997], enquanto nossos resultados indicam que a 
atividade da Na+/K+-ATPase seja menor nos animais BE decorrente de uma 
menor densidade/afinidade das isoformas de baixa afinidade no hipocampo 
desses animais quando comparados com animais AE. 
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  E, por fim, nossos resultados indicam que o comportamento de empinar 
não está diretamente relacionado com alterações hormonais, sejam nos níveis 
basais ou nos níveis deflagrados após uma situação estressora (nesse caso, 
exposição ao Campo Aberto). Mesmo que a situação estressora aumente os 
níveis de ACTH, esse aumento foi observado nos dois subgrupos, tornando 
evidente que o estresse da exposição ao Campo Aberto não é suficientemente 
intenso para influenciar o comportamento de empinar e nem é 
percebido/enfrentado de forma diferente pelos subgrupos.  
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Nossos resultados indicam que o comportamento de empinar é uma medida 
comportamental altamente consistente em diferentes meses do ano, em 
animais com diferentes idades e em modelos eliciadores do medo.  
 De forma resumida, foi possível observar que: 
1. O comportamento de empinar estaria relacionado com a expressão do sítio 
alostérico benzodiazepínico do receptor GABAA: o subgrupo BE apresentou 
maior afinidade e menor densidade para esse sítio quando comparado ao 
subgrupo AE nos experimentos de ligação do [3H]-FNT. E, ainda, o subgrupo 
BE apresentou maior tempo de sono quando administrados com diazepam (e 
não com outras drogas que se ligam a outros sítios alostéricos gabaérgicos) 
quando comparados com o subgrupo AE; 
 
2. O subgrupo BE apresentou menor densidade das isoformas de baixa 
afinidade à ouabaína quando comparado com subgrupo AE. Porém, não foi 
observada diferença entre os subgrupos para as isoformas de alta afinidade; 
 
3. Parece não existir diferença entre os subgrupos BE e AE na 
neurotransmissão excitatória mediada pelo receptor ionotrópico glutamatérgico 
NMDA; 
 
4. Os reultados obtidos nos testes comportamentais indicam que os subgrupos 
BE e AE não diferem nas medidas de ‘ansiedade’ e ‘depressão’; 
 
5. Os subgrupos BE e AE não diferiram nas análises hormonais, indicando que 
ambos os subgrupos respondem de forma similar a eventos estressores. 
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 Dessa forma, os resultados supracitados indicam que as diferenças 
encontradas no principal sistema de neurotransmissão inibitório (GABAA) e na 
enzima regulatória da excitabilidade central (Na+/K+-ATPase) seriam, dentre 
outros fatores, responsáveis pelas diferenças fenotípicas observadas entre os 
subgrupos quanto à expressão do comportamento de empinar.  
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Abstract 
Rearing is an exploratory behavior induced by novelty, such as exposure to an open field. 
Several data in the literature point to an involvement of hippocampus in the rearing behavior. 
Our previous work has shown that adult male Wistar rats, selected in the open field test 
according to the number of rearings as low (LR) and high (HR) responders, can differ with 
respect to clonic convulsions induced by DMCM, a benzodiazepine inverse agonist, as well as 
in the activity of Na+/K+-ATPase in the hippocampus. These data suggest the involvement of 
hippocampal Na+/K+-ATPase and of the GABAA/benzodiazepine alosteric site receptor in the 
rearing behavior. Therefore, the aim of this study was to verify if HR and LR rearing subgroups 
of rats selected in the open field test would differ in the hippocampus electrical excitability 
mediated through activity of Na+/K+-ATPase (binding experiments with ouabain, a specific 
inhibitor of the enzyme), GABAergic neurotransmission (experiments of the binding to the 
GABAA/benzodiazepine alosteric site receptor in the hippocampus as well as sleeping time with 
drugs acting in the GABAA receptor through of the several sites of the binding) and 
glutamatergic neutransmission (binding with MK-801, a NMDA antagonist). Furthemore, we 
tested whether LR and LRA differ in measures of anxiety in the elevated plus-maze and the 
elevated t-maze, in measures of depression in the forced swimming test. Animals outbred in 
several years and tested in different months of the year were observed in the open field test to 
verify if differences between LR and HR depend on the year´s season and of the age. The 
hormonal analysis was realized to verify if the subgroups differs in the HPA and HPG axis 
envolved in the stress responsiveness.  The data obtained in this study showed that the  mean   
number of rearings in the open field test in our outbred Wistar stock of adult rats   is  highly 
reproductible . This is shown by using rats  from different age and tested in different times of the 
year. The difference in the mean rearings number between selected HR and LR subgroups was 
also showed to be very consistent throughout  the several selections carried out and several 
behavioral tests. The subgroups did not differ in the anxiety, depression or levels hormonals. 
The BR subgroup presented a lower sleeping time induced by diazepam compared to the HR 
subgroup, and did not differ in the sleeping time induced by pentobarbital and 
ethanol.Concearning the biochemical experiments, it was observed a lower affinity and higher 
density of [3H]-flunitrazepam in the hippocampus in the HR subgroup, but the subgroups did not 
differ in the binding of [3H]-MK 801 in the hippocampus. The higher binding in the hipocampus 
of HR rats in the 1200 nM [3H]Ouabain, but absence of differences in the Bmax and Kd 
determined for the saturation curve of the ouabain binding sites, suggest the involvement of the 
low-affinity isoenzimes in the inter-individual differences in rearing behaviour.  
To conclude, the data obtained suggest that inter-individual differences in  rearing behaviour is 
related to the level of brain excitability controlled by GABAergic neurotransmission and by 
activity of Na+/K+-ATPase  located in the hippocampus.
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Anexo 1. Identificação, armazenamento e descarte de material radioativo
  
 O Laboratório de Bioquímica do Departamento de Psicobiologia, onde o 
material radioativo é manuseado, está sob regras específicas de controle de 
contaminação e gerenciamento dos rejeitos radioativos.  
 No laboratório estão afixadas siglas para aviso de radioatividade, tais 
como: 
- ‘Cuidado Radioatividade’: na geladeira e no freezer; 
- ‘Área Restrita a Radioatividade’: na porta do laboratório e no local de 
armazenamento dos rejeitos; 
- Fitas com símbolo de radioatividade: na bancada de manuseio, na vidraria 
e no frasco da solução padrão. 
 Os rejeitos líquidos que apresentaram valores acima do permitido para 
descarte em esgoto foram armazenados em bambonas plásticas de 5 ou 10l, 
etiquetadas e identificadas por radioisótopo com o símbolo da radiação. 
 Os rejeitos sólidos foram segregados, levando-se em consideração a 
concentração radioativa dos mesmos. Desta forma, os frascos  descartáveis 
que continham a solução padrão e que apresentaram valores acima do 
permitido para descarte em lixo comum, foram mantidos em sacos plásticos 
amarelos, devidamente identificados e etiquetados. 
 As bambonas plásticas, os sacos plásticos e as caixas de papelão foram 
armazenados embaixo de capela, em sala separada  do laboratório, destinada 
para armazenamento de rejeito radioativo e para a lavagem do material 
utilizado. Este local é identificado com o símbolo de radioatividade.  
 Todos os recipientes que contêm os rejeitos foram devidamente 
identificados com a etiqueta de identificação de rejeitos radioativos. 
 O material que não é descartável (vidraria) foi mantido imerso em 
solução descontaminante (Contrad 70) durante 24-36 horas e, em seguida, 
lavado e seco em estufa.  
 Todo descarte foi efetuado sob assessoria dos técnicos da Proteção 
Radiológica da UNIFESP. Em caso de rejeito líquido, como água de lavagem, 
uma alíquota de 1 ml foi retirada quando faltava 1/3 para fechamento da 
bambona, e essa amostra foi contada em contador Beta. A partir da 
confirmação de atividade radioativa inferior a 1µCi/ml e de que não havia 
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presença de soluções químicas não biodegradáveis, todo volume foi 
descartado em rede pública.   
 Em relação aos rejeitos sólidos, aqueles que apresentaram valores 
abaixo de 2 nCi/g foram descartados como rejeito hospitalar, em sacos 
plásticos brancos. Os demais rejeitos foram encaminhados ao IPEN-CNEN, 
observando as normas de transporte. 
 A supervisão do laboratório é efetuada pela equipe de Proteção 
Radiológica da UNIFESP, que verifica periodicamente as condições ambientais 
e orienta o gerenciamento dos rejeitos. 
 Vale ressaltar que o uso de drogas radioativas foi aprovado pela equipe 
do Núcleo de Proteção Radiológica da UNIFESP. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
